Modificación de la transferencia de nutrientes en la cadena nutritiva microalga-rotífero y microalga-Artemia mediante cambios en la formulación de los nutrientes en el cultivo microalgal by Ronsón Paulín, José Ángel
 
 
Laboratorio de Microbiología 
Facultad de Farmacia 










Modificación de la transferencia de nutrientes 
en la cadena nutritiva microalga-rotífero y microalga-Artemia 





















José Angel Ronsón Paulín 
Tesis Doctoral 





























Modificación de la transferencia de nutrientes  
en la cadena nutritiva microalga-rotífero y microalga-Artemia 
mediante cambios en la formulación de los nutrientes en el cultivo microalgal  
 
 
Memoria que para optar  
al Grado de Doctor en Biología Marina y Acuicultura presenta  






















ISBN 978-84-9887-622-2 (Edición digital PDF) 
 
 
                                           Laboratorio de Microbiología 
                                           Facultad de Farmacia 


















Jaime A. Fábregas Casal, Catedrático, del Departamento de Microbiología y 







Que la memoria titulada “Modificación de la transferencia de nutrientes  
en la cadena nutritiva microalga-rotífero y microalga-Artemia, 
mediante cambios en la formulación de los nutrientes en el cultivo 
microalgal.” que presenta D. José Angel Ronsón Paulín para optar al Grado 
de Doctor en Biología Marina y Acuacultura, fue realizada bajo nuestra 




















Laboratorio de Microbiología 
Facultad de Farmacia 

















































A la memoria de mi abuela 















Al Prof. Dr. Jaime Fábregas Casal tutor, mentor y amigo, no creo tener las palabras 
precisas para agradecer su invaluable apoyo en todos los sentidos, primeramente 
por haberme aceptado en su laboratorio y el honor de pertenecer a su grupo de 
investigación. Recuerdo a mí llegada tus regaños y ceños de incertidumbre ante mi 
indominia, los cuales aquilate día con día, me hicieron evolucionar, crecer como 
persona y progresar científicamente, demostrando en varios coloquios en el mundo 
lo bien aprendido.  
 
A la Profa. Dra. Ana Otero Casal por su tiempo invertido en mí y sus llamadas de 
atención las cuales fueron por demás invaluables, en mi formación científica. Dra. 
Ana Otero, gracias mil, pues me enseñasteis el verdadero valor del rigor científico y 
ético, espero no defraudarte. 
 
A mí querida madre María Cecilia, por haber confiado en mis manos el honor y 
título de hijo, mil gracias por enseñarme el real y verdadero camino de las cosas, a 
incitarme a levantarme, cuando he tenido la necesidad de hacerlo y a no desfallecer 
cuando casi no ha quedado nada. A mis hermanos Ma. Cecilia y Adalberto, así como 
a mis sobrinos Alejandro, Benjamín, Leonardo, Juan Carlos y Santiago, y por que 
no….a ti también viejo.  
 
A miña familia galega (Sandra, Gerardo,s, a Avoa), especialmente para ti Maria de 
Xesús (Chus) que aprendeu a respectar como unha segunda nai, e que grazas a 
vostedes nunca me sentín lonxe de casa e cando teña que soporte sempre estivo alí 
... grazas. 
 
Durante a miña estadía en Europa, pero sobre todo en España, en Santiago, eu tive 
a gran sorte de atopar compañeiros e amigos de valor inestimable, que me fixo 
sentir como un galego máis e que eu nunca vou esquecer: Martinha, Paula, Susana, 
Sônia, Ana Maceda, Bonastre, Noemi, Rubén, Manuelito, Pedro, Chus, Iván, Benito, 
Alberto Luna, hai máis, nin sequera alude a elos, só afirmar a todos…....eu levo no 
meu corazón. 
 
Desejo também dedicar umas palabras muito especiais a minhas doces mulheres de 
ébano, Maria Cristina e Deise Vanessa levo-as em meu coração, vossa existência 
alumiou e deu beleza a esta etapa de minha vida, obrigado Cristina por 
 iii
compartilhar comigo momentos felizes e me ensinar dos maus a ressurgir, os quais 
bem valeram apena, e sem os qual não séria a pessoa que sou agora. Como tudo 
na vida assim se aprende ao crescer e lutar por aquilo no que cremos obrigado 
onde queira que estejam. 
 
A mis amigos nacionales.... personas férreas…..a las cuales doy gracias por su 
confianza y consejos insustituibles; las cuales hicieron más llevadero mi retorno 
Luis, José María, Celso, Lulú, Eduardo, Lucila, Gelia. 
 
Mi llegada a Santiago de Compostela fue el comienzo de esta gran aventura 
interoceánica y Científico-Técnica en la que me monte, con unos deseos enormes 
por aprender y pulir mis deficiencias, fue largo el trayecto emprendido pero ahora 
que lo he concluido no quepo de gozó y deseo manifestar mis gracias: 
 
A la Dra. María Teresa Dinis catedrática del Centro de Ciências do Mar (CCMAR), 
Campus de Gambelas, de la Universidade do Algarve, Portugal, por la oportunidad y 
las facilidades para continuar con mi perfeccionamiento científico en sus 
laboratorios. 
 
A las Dras. Ángeles Cid Blanco y Carmen Rioobo Blanco pertenecientes al Área de 
Microbiología del Departamento de Biología Celular y Molecular de la Universidade 
Da Coruña por su apoyo en el procesamiento y análisis de muestras por Citometría 
de Flujo. 
 
A la Dra. María José Núñez García catedrática y María Jerez Longueira del 
Departamento de Ingeniería Química de la Universidade Santiago de Compostela,  
por su apoyo para el análisis de Actividad Antioxidante y Contenido Polifenólico 
Total celular. 
 
Al Dr. Oscar García Martín jefe del programa de Posgrado en Biología Marina y 
Acuacultura y en su momento jefe del Instituto de Acuacultura de la Universidade 








Al programa de mejoramiento Del profesorado: 
 
Ronsón-Paulín José Angel, ha sido Becario Doctoral de Estudios de Posgrado 
de Alta Calidad del Programa de Mejoramiento del Profesorado 






Esta tesis doctoral ha sido financiada por el proyecto de investigación 
 
Sorte ê o que sucede quando 
a preparação ê a oportunidade 


















 Generalidades        1-2 
 Papel de las microalgas en el océano y como base de la cadena trófica 2-3 
 Composición Bioquímica Microalgal 
 Proteínas, carbohidratos y lípidos      4 
 Vitaminas en microalgas       4 
 Esteroles en microalgas       5 
 Ácidos grasos en microalgas       5 
 Clasificación de ácidos grasos       5-6 
 Pigmentos en microalgas       7-8 
Las microalgas como fuente de alimentación y modificación  
bioquímica de la cadena trófica      8 
Nutrición mineral como fuente de modificación bioquímica  
de la cadena trófica        8-13 
 Técnicas de producción microalgal 
 Cultivo en “Batch”        13 
 Cultivo continuo        14 
 Cultivo Semi-continuo        14-15 
 Cultivo Fed-batch        15 
 
Objetivos           
 
 Objetivo general        18 
 Objetivos particulares       18-19 
 
Materiales y métodos         
 
 Sistema de cultivo microalgal      22-24 
 Sistema de cultivo Brachiuonus plicatilis     24 
 Sistema de cultivo Artemia franciscana     24-25 
 Métodos de Evaluación de la Biomasa Microalgal y obtención de 
Biomasa de Zooplancton (Rotíferos y Artemia) 
 Recuento y cosecha celular        25-26 
 Recuento y cosecha microorganismos      26 
 Cálculo de la  tasa o índice de crecimiento en rotíferos    26 
 Determinación tasa de conversión alimenticia y eficiencia crecimiento en  
 Artemia  y rotífero        26 
 Determinación de nitrato en el medio de cultivo    27 
Índice 
 vii
 Determinación del peso seco y cenizas de las células, rotífero y Artemia 27 
 Análisis elemental celular (C-H-N)      27 
 Técnicas analíticas 
 Determinación del contenido de proteínas (método Lowry et al.,1951) 
en biomasa celular y organismos (rotíferos y Artemia)    28 
 Análisis del contenido lipídico (Marsh and Weinstein, 1966), en  
biomasa celular y organismos (rotíferos y artemia)    29-30 
 Análisis del contenido de carbohidratos, en  
biomasa celular y organismos (rotíferos y artemia)    31 
 Cálculo del valor calórico de la biomasa celular y organismos  
(rotífero y Artemia)        31 
 Análisis del contenido de ácidos grasos de la biomasa celular  
y organismos (rotífero y Artemia)      32 
 Análisis de la absorción de metales en la biomasa celular  
y organismos (rotífero y Artemia)      33 
 Análisis de la capacidad antioxidante y contenido polifenólico total  34 
 Análisis del tamaño celular (FSC), complejidad celular  
o granularidad (SSC) y autofluorescencia (Cla), por citometría de flujo 35-36 
 Análisis estadístico de los datos      36 
 
Descripción de las especies utilizadas       
 
 Phaeodactylum tricornutum (Bohlin)      39-40 
 Isochrysis galbana (var. T-iso)       40-41 
 Brachionus plicatilis O. F. Müller      42-44 
 Artemia franciscana (Kellogg, 1906)      44-46 
 
Capitulo 1. Estudio de la incorporación y efecto unitario de los elementos Ca2+, Mg2+, Se2-, 
Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- en diferentes concentraciones en el medio de cultivo “ALGAL” 
(Fábregas et al.,1984), sobre la generación de biomasa y composición bioquímica de 
Phaeodactylum tricornutum(Bohlin) en cultivo semicontinuo y tasa de renovación del 
30%. 
 
 Introducción         49 
 Diseño experimental        49 








Capitulo 2. Estudio de la incorporación y efecto unitario de los elementos Ca2+, Mg2+, Se2-, 
Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- en diferentes concentraciones en el medio de cultivo “ALGAL” 
(Fábregas et al.,1984), sobre la generación de biomasa y composición bioquímica de 
Isochrysis galbana var T-iso en cultivo semicontinuo y tasa de renovación del 30%. 
 
 Introducción         94 
 Diseño experimental        94 
 Resultados y discusión          95-141 
 
Capitulo 3. Evaluación poblacional, modificación bioquímica e incorporación de elementos 
unitarios por Artemia franciscana y Brachionus plicatilis, ocasionada por el 
enriquecimiento en cultivo con Phaeodactylum tricornutum, cultivada en sistema 
semicontinuo, con una tasa de renovación del 30% y concentración óptima de Ca2+, Mg2+, 
Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2-. 
 
 Introducción         144 
 Diseño experimental           144-146 
 Resultados y discusión          146-182 
 
Capitulo 4. Evaluación poblacional, modificación bioquímica e incorporación de elementos 
unitarios por Artemia franciscana y Brachionus plicatilis, ocasionada por el 
enriquecimiento en cultivo con Isochrysis galbana var T-iso, cultivada en sistema 
semicontinuo, con una tasa de renovación del 30% y concentración óptima de Ca2+, Mg2+, 
Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2-. 
 
 Introducción         185 
 Diseño experimental           185-187 
 Resultados y discusión          187-227 
 
Capitulo 5. Reformulación del Medio de Cultivo “ALGAL” (Fábregas et al.,1984) por la 
incorporación en conjunto de los elementos Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- en 
concentraciones óptimas; en dos tipos de medio: Algal Alto Rendimiento (AARPt, 
AARTISO) y Algal Incremento Concentración EPA y DHA (AEPA y ADHA) para 
Phaeodactylum tricornutum e Isochrysis galbana var. T-iso respectivamente. 
 
 Introducción         230 
 Diseño experimental        231 







Capitulo 6. Evaluación del efecto de los medios de cultivo Algal Alto Rendimiento (AAR) 
y Algal Incremento Concentración DHA (ADHA) en diferente concentración de 
nitrógeno, sobre la generación de biomasa, composición bioquímica, e incorporación 
elemental de Isochrysis galbana var. T-iso, en cultivo semicontinuo y tasa de renovación 
del 30%. 
 
 Introducción         243 
 Diseño experimental        243 
 Resultados y discusión          244-267 
 
Capitulo 7. Evaluación del efecto de los medios de cultivo Algal Alta Rendimiento (AAR) 
y Algal Incremento Concentración EPA (AEPA) en diferentes concentraciones de 
nitrógeno, sobre la generación de biomasa, composición bioquímica, e incorporación 
elemental de Phaeodactylum tricornutum, en cultivo semicontinuo y tasa de renovación 
del 30%. 
 
 Introducción         270 
 Diseño experimental        270 
 Resultados y discusión          271-294 
 
Capitulo 8. Estudio poblacional, modificación bioquímica e incorporación de elementos por 
Artemia franciscana y Brachionus plicatilis, ocasionada por el enriquecimiento, con los 
medios de cultivo AARPt y AEPA en Phaeodactylum tricornutum, cultivada en sistema 
semicontinuo, con una tasa de renovación del 30%. 
 
 Diseño experimental           297-298 
 Resultados y discusión          298-343 
 
Capitulo 9. Estudio poblacional, modificación bioquímica e incorporación de elementos por 
Artemia franciscana y Brachionus plicatilis, ocasionada por el enriquecimiento, con los 
medios de cultivo AARTISO y ADHA en Isochrysis galbana var. T-iso, cultivada en 
sistema semicontinuo, con una tasa de renovación del 30%. 
 
 Diseño experimental           346-347 






Capitulo 10. Evaluación de la Capacidad Antioxidante (AA) y Contenido Polifenólico 
Total (CPT), en las microalgas Phaeodactylum tricornutum e Isochrysis galbana var. 
T-iso, manipuladas bioquímicamente con los medios de cultivo Algal Alto Rendimiento 
(AARPt, AARTISO) y Algal Incremento Concentración EPA y DHA. 
 
 Introducción            399-400 
 Diseño experimental           400-401 
 Resultados y discusión          401-415 
 
Capitulo 11. Estudio del Tamaño Celular (FSC), Complejidad Celular o Granularidad 
(SSC) y Autofluorescencia (Cla), por Citometría de Flujo, en las microalgas 
Phaeodactylum tricornutum e Isochrysis galbana var T-iso, manipuladas 
bioquímicamente con los medios de cultivo Algal Alto Rendimiento (AARPt, AARTISO) y 
Algal Incremento Concentración EPA y DHA. 
 
 Introducción            418-419 
 Diseño experimental         419 
 Resultados y discusión          419-435 
 
Resultados               436-441 
Conclusiones             442-444 
Resumen              445-450 
Abstract              451-468 

















































La acuicultura se está desarrollando, expandiendo e intensificando en casi todas las 
regiones del mundo. La demanda de la población global por productos alimentarios acuáticos 
esta aumentando. Dado el crecimiento poblacional para las próximas dos décadas se estima 
que en el 2030 serán necesarias 40 millones de toneladas de productos del mar para 
mantener el actual consumo per cápita. La producción por pesquerías de captura se ha 
nivelado y la mayoría de las principales áreas de pesca han alcanzado su potencial máximo 
(FAO, 2007). Por lo tanto el abastecimiento sostenido de pescado desde las pesquerías de 
captura no será capaz de satisfacer la creciente demanda global por alimentos acuáticos. 
Según la FAO en 2006 la pesca y acuicultura a nivel mundial suministro 110 millones de 
toneladas de organismos acuáticos para consumo humano, 16.7 percápita (valor histórico 
mas alto); de este total la acuicultura represento el 47% (FAO, 2007, 2009). En general las 
pesquerías proveen entre 15 y 18.5% de proteína animal de 2,9 billones de personas. El 
suministro de alimentos per cápita por acuicultura ha incrementado de 0,7 kg en 1970 a 7,8 
kg en 2006 a una tasa media de crecimiento anual del 6,9%. 
La acuicultura parece tener el potencial de hacer una contribución considerable a está 
creciente demanda por alimentos; sin embargo para alcanzar esto el sector acuícola enfrenta 
importantes desafíos (FAO, 2009). 
La acuicultura se define, según la FAO, como el cultivo de organismos acuáticos 
peces, crustáceos, moluscos y plantas acuáticas. Tal actividad se ha constituido, además en 
una de las acciones productivas humanas más innovadoras durante las últimas décadas del 
siglo XX. 
La idea de cultivar las aguas continentales y marinas no es nueva; en Hawai se 
descubrieron vestigios de estanques utilizados para la estabulación o mantenimiento que 
datan de tiempos prehistóricos. La acuicultura como actividad productiva, posee una larga 
historia, de más de 2000 años, habiéndose iniciado en China alrededor del 475 AC (Milne, 
1972). De manera empírica por observación de organismos acuáticos y técnicas de pesca 
arcaicas es como se establecieron las primeras formas de cultivo. En Japón desde 745 DC ya 
se tenían experiencias sobre el cultivo de moluscos bivalvos. 
Experiencias sobre cría de peces, moluscos y crustáceos se iniciaron en el siglo XIX 
pero en ningún caso se logro controlar el ciclo biológico. Se realizaron siembras masivas de 
huevos o primeros estadios larvarios en el mar, apogeo que en los 50s ceso sin constatar 
efecto alguno sobre las poblaciones naturales (Shelbourne, 1968, Purdom et al; 1972, 
Bengtson in Stottrup and McEvoy, 2003). Es en las décadas de los 60s y 70s que 
nuevamente adquiere atención la acuicultura de especies marinas ante el desplome de las 
pesquerías; desde el punto de vista científico y tecnológico. Pero existía aun la incertidumbre 
de no poder controlar las primeras etapas del desarrollo larval de organismos debido a la 
cantidad y calidad del alimento vivo principal cuello de botella en la acuicultura industrial. 
Importante destacar que es gracias al empleo de Artemia que desde 1920s algunos 
investigadores pudieron completar a nivel de laboratorio; ciclos de desarrollo larval de peces  
planos como el lenguado y platija (Hoff and Snell 1999) y de otros peces marinos como 
Pagrus major en los 60s con la ayuda del rotífero Brachionus plicatilis (Seto Marine Biology 
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Laboratory, 1966). La producción de juveniles de moluscos y crustáceos progreso; donde 
parte de los problemas de nutrición larvaria se resolvieron con la puesta a punto de técnicas 
de cultivo microalgal (Hirata, 1979). 
El cultivo de organismos acuáticos es un sector industrial emergente que requiere de 
grandes esfuerzos encaminados a la investigación y desarrollo tecnológico.  
La importancia de un enfoque multidisciplinario en la investigación para el avance de la 
acuicultura, redunda en un desarrollo integrado del conocimiento desde diferentes aspectos 
de la biología de los organismos que se pretenden cultivar, como son la fisiología, 
reproducción, genética, patología y nutrición. 
La acuicultura moderna provee de medios efectivos para la producción intensiva de 
organismos acuáticos bajo condiciones controladas, Tal industria con inversión y ganancias 
multimillonarias crece rápidamente (Sorgeloos et al; 2001), sin embargo, su expansión ha 
experimentado problemas severos desde etológicos, como nutricionales. Aun cuan grande ha 
sido el progreso, la identificación de los requisitos dietarios de los estadios larvales de 
muchas especies en acuicultura es aún incierta y poco controlable. La Biotecnología 
microalgal se plantea como una herramienta de manipulación de la cadena trófica en 
beneficio de la industria del larvicultivo. 
 
Papel de las microalgas en el océano y como base de la cadena trófica. 
 
El fitoplancton oceánico, con una producción de varios cientos de billones de 
toneladas de peso seco por año, forma la base de la cadena alimentaria acuática, lo que 
contribuye a la producción de unos 100 millones de toneladas de recursos renovables al año 
por pesca. Por lo tanto, no es de extrañar que las microalgas componentes del fitoplancton 
jueguen un papel crucial en la nutrición de los organismos marinos, especialmente para los 
moluscos, crustáceos y peces. En los laboratorios de desarrollo larval es necesario incluyan 
un sistema de producción de microalgas, y, en el caso de larvas de peces marinos, un 
sistema de producción de presas vivas (Muller-Feuga, et al; 2003). 
 
Las microalgas son microorganismos eucariotas capaces de transformar la energía 
solar en biomasa con una eficacia entre 2 y 5 veces superior a las plantas superiores 
(Thomas et al., 1984). Las microalgas y cianobacterias son un componente importante del 
reino vegetal, y juegan un papel importante en la construcción y el mantenimiento de la 
atmósfera de la Tierra mediante la producción de oxígeno y dióxido de carbono que 
consumen (Muller-Feuga et al; 2003). Son un grupo amplio de organismos unicelulares o 
pluricelulares, cuyas células funcionan independientemente, realizando todas las funciones 
vitales. Presentan o carecen de flagelos, según la especie. La alimentación generalmente es 
por fotosíntesis. Colonizan una gran variedad de ambientes desde manantiales de agua 
caliente a los helados casquetes polares, algunas especies muestran una gran resistencia a la 
sequedad, la alta salinidad, poca luz, etc; en cualquier medio acuático o terrestre, donde 
exista una fuente de carbono, nutrientes y luz suficiente, junto con el rango apropiado de 
temperatura (Shelef and Soeder, 1980, Muller-Feuga et al; 2003). Proporcionan el material 
orgánico presente en los ecosistemas acuáticos, el 60% de la fotosíntesis total del planeta y 
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producen aproximadamente el 50% del oxigeno que respiramos (Barsanti and Gualtieri, 
2006). Existen alrededor de 30.000 especies diferentes de microalgas en el mundo (Bold and 
Wynne, 1985). 
El metabolismo microalgal dadas las condiciones de cultivo implica numerosos 
compuestos bioquímicos de interés en nutrición animal, cosmética, y industria farmacéutica 
(Otero, 1994, Muller-Feuga et al; 2003). Su plasticidad metabólica permite la adaptación de 
la especie a una amplia gama de condiciones ambientales. Por ejemplo, cuando no hay 
disponibilidad de nitrógeno impide a las microalgas la síntesis de proteínas estructurales 
necesarios para el crecimiento y la división, por lo tanto el metabolismo se orienta hacia la 
síntesis de carbohidratos que no requieren de nitrógeno (polímeros como el almidón y 
polisacáridos) y de lípidos importantes, como los carotenoides y ácidos grasos (Sukenik and 
Wahnon 1991).  
 
La plasticidad metabólica de microalgas ha sido ampliamente estudiada, sobre todo 
su capacidad para sintetizar ácidos grasos poliinsaturados (AGPI), benéficos para la 
alimentación animal. Microalgas también han desarrollado mecanismos anti radicales libres 
de especies de oxígeno. Al igual que otros microorganismos, que muestran una capacidad de 
resistir a la competencia y la depredación por la síntesis de sustancias bioactivas (Smith 
1994). 
Las especies de microalgas seleccionadas para acuicultura son generalmente de vida 
libre. Todas son pelágicas y en el rango del nanoplancton (2-20µm).  
Los principales grupos acuáticos en acuicultura; peces, crustáceos y moluscos, demuestran 
una reducida capacidad para la síntesis de ácidos grasos altamente insaturados (HUFA, con 
20-22 átomos de carbono y más de tres enlaces dobles) por desaturación y elongación de la 
cadena, síntesis de esteroles baja y pobre capacidad de bioconversión (Thesima and 
Kanazawa 1974, Trider and Castell 1980; Kanazawa et al; 1985; Enright et al., 1986; 
Watanabe et al.,1989; Soudant et al.,2000). Los HUFAs y colesterol son por lo tanto 
sustancias esenciales que deben ser suministradas en la fuente alimenticia. Estas sustancias 
son abundantes en las microalgas (Lin et al, 1982; Volkman et al.,1989), que poseen 4, 5 y 
6 desaturasas, permitiendo la síntesis de PUFAs esenciales (con más de una doble enlace), 
así como una gran variedad de fitosteroles, incluyendo el colesterol. Microalgas también 
puede proporcionar una gran variedad de vitaminas para satisfacer las necesidades de los 
organismos marinos (Sheguineau et al., 1996; Brown et al., 1999). 
 
Las microalgas constituyen la dieta básica de los bivalvos que no puede ser 
fácilmente sustituida por dietas artificiales, como sucede parcialmente con peces y 
crustáceos. La composición de las microalgas está claramente relacionada la fase de 
crecimiento exponencial o estacionaria así como por las condiciones de cultivo, tales como 
frecuencia de iluminación (Brown et al.,1993), intensidad de luz (Thomson et al.,1993), la 






Composición Bioquímica Microalgal 
 
Proteínas, carbohidratos y lípidos 
 
Brown et al., (1997) informó de la composición bioquímica de 40 especies de algas 
cultivadas en condiciones estándart. La proteína fue el componente orgánico más importante 
(15-52% del peso seco), seguido de los lípidos (5-20%) y carbohidratos (5-12%). El 
contenido lipídico fue mayor para las diatomeas, siendo el 18% en promedio. La composición 
bioquímica no siempre se correlaciona directamente con el valor nutricional, debido a la 
posible deficiencia en algunos nutrientes esenciales. Sin embargo, cuando los nutrientes 
esenciales se encuentran en proporción adecuada, la composición puede ser importante. 
 
La fase de cosecha y las condiciones de cultivo (nutrientes, temperatura, intensidad 
de la luz) influyen en la composición bioquímica microalgal. Es generalmente aceptado que, 
dependiendo de las especies de algas, los lípidos y / o carbohidratos tiendan a acumularse en 
la fase de senescencia tardía (Wikfors 1986; Whyte 1987, Moal, et al., 1987), 
independientemente de las condiciones que conducen a esta fase. 
Pocos estudios se dedican a la composición de aminoácidos en microalgas. Algunos autores 
consideran el valor nutricional de las proteínas se debe a su composición de aminoácidos 
esenciales similar a la de los animales a los que las algas se ofrece como alimento. Aspartato 
y glutamato son los aminoácidos más concentrados (7,1-12,9%), en tanto que la cisteína, 
metionina, histidina y triptófano son los menos concentrados (0.4-3.2%), con otros 
aminoácidos que van desde 3,2 hasta 13,5%. 
 
En términos de composición de carbohidratos, la glucosa aparece como el azúcar 
predominante en todas las especies. Existen pocas diferencias significativas entre las clases 
de algas, pero primnesiofitas contener más arabinosa (2-12%) que las otras clases (0-2%). 
Phaeodactylum tricornutum es la única rica en concentración de manosa (46%), tal 
característica es en relación con el bajo valor nutritivo (Brown et al.,1997), además de 
demostrar que el ácido araquidónico (ARA) y la composición de azúcar en T-ISO no difirió de 
la gama de intensidad luminosa probada. 
 
Vitaminas en microalgas 
 
La mayoría de las vitaminas liposolubles se encuentran en las microalgas empleadas 
en acuicultura (Fábregas and Herrero 1990; Brown et al., 1999). Las vitaminas presentes en 
las microalgas están presentes en mayor concentración que en los alimentos convencionales, 
la ingestión de cantidades relativamente pequeñas de  microalgas permiten cubrir las 
necesidades de algunas vitaminas en la alimentación animal, incluida la nutrición humana 
(Fábregas and Herrero 1990; De Roeck-Holtzhauer et al., 1991) así como niveles 
recomendados en dietas para peces (Sheguineau et al., 1996). Las mayores diferencias 
entre las especies son en lo concerniente al retinol y piridoxina que está en relación con la 
fase de crecimiento. 
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Con el inicio de la fase estacionaria, riboflavina, tiamina, vitamina E, vitamina C 
puede aumentar o decrecer dependiendo de la especie (Brown and Miller 1992; Brown and 
Farmer 1994; Brown et al.,1999); y la vitamina A disminuir (Sheguineau et al.,1993). El 
contenido de vitaminas principales son similares para todas las especies, mostrando altos 
niveles de vitamina C, vitamina E, alfa-tocoferol y niacina. En cuanto a su función como 
nutrientes, algunas vitaminas (por ejemplo, C y E) se ha demostrado poseen función 
antioxidante. Según lo propuesto por Sargent et al., 1997 los antioxidantes naturales de 
microalgas pueden reducir al mínimo la peroxidación de los AGPI durante el procedimiento 
de enriquecimiento. 
 
Esteroles en microalgas 
 
A diferencia de los esteroles humanos, que constan exclusivamente de colesterol, los 
esteroles de microalgas son muy complejos, así como las especies muestran especificidad. 
Los esteroles del fitoplancton se encuentran en forma libre en lípidos neutros (Ballantine et 
al., 1979; Volkman et al.,1981). Los esteroles polares también han sido reportados como 
una forma glicosilada de los esteroles (Verón et al., 1998). La variación  de los niveles de 
esteroles depende de la fase de crecimiento, nutrientes y condiciones de iluminación de los 
cultivos (Ballantine et al., 1979; Gordillo et al.,1998). Existen 14 esteroles que han sido 
fácilmente reconocidos por cromatografía de gases. Las diatomeas son el único grupo 
microalgal que contiene altos niveles de colesterol que es el esterol esencial para el 
crecimiento de moluscos (Trider and Castell 1980), Chaetoceros posee hasta un 50%. 
 
Ácidos grasos en microalgas 
 
Los ácidos grasos son moléculas formadas por una larga cadena hidrocarbonada de 
tipo lineal, y con un número par de átomos de carbono. Tienen en un extremo de la cadena 
un grupo carboxilo (-COOH). Cada átomo de carbono se une al siguiente y al precedente por 
medio de un enlace covalente sencillo o doble. 
Los ácidos grasos son moléculas anfipáticas, es decir, tienen una región apolar hidrófoba (la 
cadena hidrocarbonada) que repele el agua y una región polar hidrófila (el extremo 
carboxílico) que interactúa con el agua. Los ácidos grasos de cadena corta son más solubles 
que los ácidos grasos de cadena larga porque la región hidrófoba es más corta. 
 
Clasificación de ácidos grasos 
 
Ácidos grasos saturados. Son ácidos grasos sin dobles enlaces entre carbonos; 
tienden a formar cadenas extendidas y a ser sólidos a temperatura ambiente, excepto los de 






- COOH, donde n puede ser 
cualquier número comprendido entre  4 y 24 átomos de Carbono. 
Ácidos grasos insaturados. Son ácidos grasos con dobles enlaces entre carbonos; 
suelen ser líquidos a temperatura ambiente. Ácidos grasos monoinsaturados. Son ácidos 
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grasos insaturados con un solo doble enlace. Ácidos grasos poliinsaturados. Son ácidos 
grasos insaturados con varios dobles enlaces. 
 
Ácidos grasos cis. Son ácidos grasos insaturados en los cuales los dos átomos de 
hidrógeno del doble enlace están en el mismo lado de la molécula, lo que le confiere un 
"codo" en el punto donde está el doble enlace; la mayoría de los ácidos grasos naturales 
poseen configuración cis.  
 
Ácidos grasos trans. Son ácidos grasos insaturados en los cuales los dos átomos 
de hidrógeno están uno a cada lado del doble enlace, lo que hace que la molécula sea 
rectilínea.  
Los composición de ácidos grasos en microalgas generalmente presenta muy 
consistentes patrones en cada grupo (Napolitano et al.,1990). Estos están distribuidos en 
tres clases de lípidos: neutros, glucolípidos y fosfolípidos. En los glucolípidos el componente 
principal esta representado por glicéridos como el monogalactosyl y digalactosyl. Los lípidos 
polares (glicolipidos y fosfolípidos) constituyen las membranas celulares, presentando un alto 
nivel de insaturación. Los grupos taxonómicos presentan una especificidad en la composición 
de los ácidos grasos. El contenido de lípidos totales y su distribución varia considerablemente 
con el estado del cultivo o la cepa utilizada, así como con las condiciones fisicoquímicas del 
cultivo; por ejemplo cuando decrece el crecimiento y la temperatura, incrementa el 
contenido de lípidos. La temperatura afecta principalmente a la composición de los 
galactolípidos, mientras que los nutrientes, principalmente modifican la composición de 
triglicéridos y fosfolípidos. Decreciendo la T°C se incrementan los niveles de PUFAs en el 
plancton marino aunque la respuesta es progresiva y específica según las especies, la luz 
también ejerce algunos cambios, pero en menor medida. 
 
Compuestos de creciente interés biotecnológico y acuícola son los ácidos grasos 
poliinsaturados (PUFAS) y, entre ellos, los ácidos linoleico (18:2 n-6), linolénico (18:3 n-6), 
araquidónico (20:4 n-6, AA), eicosapentaenoico (20:5 n-3, EPA) y ácido docosahexaenoico 
(22:6 n-3, DHA). A excepción del linoleico, los otros son raros, siendo las microalgas las 
productoras primarias de estos compuestos. Algunas de las especies microalgales 
seleccionadas como potenciales productoras de estos compuestos son Isochrysis sp., 
Isochrysis galbana (Otero et al., 1997a, b), Nannochloropsis sp.(Servel et al., 1994), 
Porphyridium sp., Porphyridium cruentum (Otero et al., 1997b; Fábregas et al., 1998a), 
Nannochloropsis oculata (Okauchi et al., 1990; Dunstan et al., 1993; Renaud and Parry, 
1994), Monodus subterraneus, Tetraselmis suecica (Otero and Fábregas, 1997)  y 
Phaeodactylum tricornutum (Borowitzka, 1988; Roessler, 1990; Yongmanitchai and Ward, 
1991; Bajpai and Bajpai, 1993; Otero et al., 1995; Otero et al., 1997b). 
Los PUFAs son considerados esenciales en muchas dietas de organismos marinos por 






Pigmentos en microalgas 
 
Bajo ciertas condiciones, las microalgas pueden acumular elevadas concentraciones 
de pigmentos, como ficobiliproteínas: ficocianina, en determinadas cianobacterias y 
ficoeritrina, extraída de Porphyridium cruentum (Fábregas et al., 1998a) para su utilización 
como colorante natural en alimentación o cosmética y aplicación clínica para inmunoensayos 
o reactivos biomédicos de diagnóstico. Otro ejemplo es Dunaliella salina que acumula ß-
caroteno, siendo la mejor fuente natural de este pigmento (Borowitzka, 1988). Otros 
pigmentos son la zeaxantina, astaxantina acumulada por Haematococcus (Cordero et al., 
1996; Fábregas et al., 2000) y Chlorella) y luteína, con numerosas aplicaciones industriales, 
por ejemplo, colorantes alimentarios, precursores vitamínicos, potenciadores del color en 
salmónidos y yema de huevo. 
 
La microalga más estudiada para la producción de pigmentos ha sido H. pluvialis 
(Boussiba, and Vonshak, 1991; Lee and Ding, 1994) cuya producción de pigmentos puede 
ser estimulada por la luz y la presencia de acetato en el medio (Cordero et al 1996; Fan et al 
1994) o temperatura (Tjahjono et al, 1994) elevada. La carencia de nitrógeno es el principal 
factor de inducción de los pigmentos (Fábregas et al, 1998a). Las microalgas tienen ventajas 
frente a otros modelos de producción mucho más conocidos como la levadura Phaffia 
rhodozyma ya que la producción de pigmentos en las microalgas alcanza desde el 1% hasta 
el 5% de su biomasa, mientras que los mutantes de la levadura no superan el 0.4% (Girad 
et al, 1994). Nuestro laboratorio ha encontrado que en peces marinos como el rodaballo y 
dorada es posible introducir harina microalgal parcialmente purificada en un pequeño 
porcentaje en el pienso, pudiendo modificar la pigmentación de la piel, es por tanto posible 
utilizar a las microalgas como transportadoras de pigmentos. La pigmentación puede 
mejorarse vía cadena trófica en fases tempranas del desarrollo larval y juvenil de rodaballo 
(Scopthalmus maximus L.) y fletan (Hippoglossus) mediante alimento vivo enriquecido con 
EPA:ARA en una proporción 4:1 (McEvoy et al, 1998, Estévez et al, 1999). 
 
Por otra parte la bioencapsulación de rotíferos con microalgas tales como Isochrysis 
galbana Park y Nannochloropsis (Nannochloris) oculata ha demostrado una mejor 
pigmentación en juveniles de platija (Pleuronectes platessa) (Minkoff, 1989). Merchie et al, 
(1996) observaron que existen otro tipo de productos que inciden sobre una mejor 
pigmentación de juveniles de rodaballo vía alimento vivo., indicando que son eficaces las 
altas tazas de incorporación de ácido ascórbico sin llegar a la saturación corporal. Estévez 
and Kanazawa, (1995) demostraron que dietas que tenían una deficiencia de PUFA’s (n-3) 
era posible encontrar una alta incidencia de albinismo o bien problemas en la metamorfosis, 
observando que los suplementos de alimento vivo bioencapsulado (Artemia) con aceites ricos 
con PUFA’s(n-3) y sobredosis de vitamina A influía en la pigmentación y crecimiento.  
 
Devresse et al, (1994) demostraron que altos rangos de la proporción DHA-EPA de 
diferentes enriquecedores comerciales y prototipos de estos (Japón y Bélgica) en alimento 
vivo (rotíferos y Artemia) incrementaron considerablemente la pigmentación de larvas y 
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juveniles de la platija Japonesa (Paralichthys olivaceus) y de rodaballo (Scopthalmus 
maximus L.), además de mejorar considerablemente la sobrevivencia con respecto a 
enriquecedores ricos en HUFA’s (n-3). Al respecto Rainuzzo et al, (1994), y Reitan et 
al,(1994) mencionan que la importancia de la pigmentación esta en función de la calidad 
lipídica y que los ácidos grasos poliinsaturados son el reflejo en la fracción de 
fosfatidiletanolamina por lo que una disminución de la proporción DHA/EPA se traduce en 
una mala pigmentación. 
 
Las microalgas como fuente de alimentación y modificación bioquímica de la 
cadena trófica. 
 
Los intentos pioneros de cultivo de alimento vivo para la acuicultura, trataban de 
emular las características y condiciones de la cadena trófica oceánica, utilizando las 
microalgas para alimentar el zooplancton (copépodos, protozoarios, estadios larvales de 
erizos, moluscos, almejas, daphnia, rotíferos, Artemia), que a su vez es alimentó de estadios 
larvales tempranos de peces crustáceos y moluscos. El rotífero Brachionus plicatilis es el 
organismo más comúnmente cultivado y estudiado en la actualidad. 
 
Artemia se utiliza como alimento vivo debido a su conveniente almacenamiento y 
disponibilidad en forma de quiste, su uso hoy en día en la cría de larvas no requiere la 
producción de microalgas, como nauplios no son realmente grandes, y solo alimentado para 
enriquecerlo a fin de  mejorar su calidad nutricional justo antes de ser utilizado como presa 
viva. 
 
Las presas vivas son a menudo alimentadas con una única especie de microalgas 
producida o manipulada bioquímicamente bajo ciertas condiciones de cultivo. Las diferencias 
son evidentes en el perfil de ácidos grasos, esteroles, vitaminas y minerales así como las 
proporciones proteína-lípidos-carbohidratos que además dependerá de la especie de 
microalga empleada. Es así que la composición nutricional de una microalga ofrecida como 
alimento al zooplancton tiene una influencia en la eficiencia de crecimiento y supervivencia 
en el siguiente nivel trófico que son los desarrollos larvales tempranos de peces crustáceos y 
moluscos, dada por la calidad de la presa viva producida (Hagiwara et al.,2001, Matsumoto 
et al.,2009).  
 
Nutrición mineral como fuente de modificación bioquímica de la cadena trófica. 
 
El agua de mar es generalmente considerada como una fuente suficiente de 
minerales para la mayoría de los organismos marinos, pero es un medio intrínsicamente 
complejo, que contiene más de 50 elementos conocidos, además de un gran número, pero 
variable de compuestos orgánicos. Por lo general, es necesario enriquecer el agua de mar 
con nutrientes como el nitrógeno, fósforo y hierro (Barsanti and Gualtieri, 2006). En los 
sistemas intensivos de producción, los altos niveles de biomasa pueden conducir al 
agotamiento de los minerales esenciales. Watanabe et al.,1983, en un análisis de los 
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diversos componentes de la alimentación de estadios larvarios, consideró que los minerales 
no son un factor determinante para el valor de la dieta. Robin 1989 obtuvo un aumento 
significativo en el crecimiento de turbot, utilizando rotíferos enriquecidos con una premezcla 
de minerales. Hay poca información en la literatura acerca de los requisitos de minerales y 
elementos traza y aún menos sobre el efecto del contenido mineral de microalgas en las 
presas vivas (Lie et al.,1997). El medio mineral utilizado para el cultivo de microalgas debe 
ser reconsiderado para optimizar el valor nutritivo a través de la cadena alimentaria.  
 
Cada microalga posee necesidades específicas minerales que han de ser 
cuidadosamente calculadas con respecto a la concentración óptima de nutrientes (Becker and 
Venkataraman, 1982, Fábregas et al.,1985a, Fábregas and Herrero 1985b, Fábregas et 
al.,1986a, Fábregas et al.,1986b, Andersen, 2005). 
 
Las recetas de medios de cultivo actualmente disponibles, no siempre son adecuadas 
para muchas especies, y la elección exacta para una especie en particular depende de 
ensayo y error. Se debe recordar que en el cultivo en general existen o no métodos 
equivocados; los medios de cultivo se han desarrollado probando varias adiciones, 
generalmente basadas en consideraciones teóricas. El perfeccionamiento de la composición 
de los medios, para el mantenimiento en laboratorio de cultivos microalgales, han sido 
objeto de investigación por varias décadas, dando lugar a muchas recetas de diferentes 
medios que se informan en la literatura y que se utilizan en diferentes laboratorios (Harrison 
et al.,1980; Keller et al.,1987; Fábregas et al., 2000; Berges et al.,2001; Barsanti and 
Gualtieri, 2006). Las  formulaciones de medios de cultivo más empleados hoy en día en 
acuicultura son: Erdschreiber (Fǿyn, 1934), f/2 (Guillard and Ryther, 1962), Walne (1970), 
algal (Fábregas et al.,1984) 
 
La nutrición y balance mineral es un área poco explotada en acuicultura, recibiendo 
poca atención en las distintas fases de la nutrición de organismos acuáticos. Algunos metales 
y metaloides son componentes importantes de enzimas, las cuales catalizan reacciones 
necesarias en la conversión y transformación de ácidos grasos además de coadyuvar contra 
daños oxidativos de las membranas celulares; y estar implicados estos microelementos en 
importantes procesos como la supervivencia, metamorfosis, crecimiento y pigmentación a 
nivel larval. 
 
Son varios los estudios de la importancia nutricional de minerales en el zooplancton 
como vía de llegada a estadios larvales tempranos de organismos marinos  
Hasta el momento, pocos son los estudios que se han dirigido hacia el enriquecimiento 
directo de rotíferos con minerales, a excepción de un estudio realizado por Hussain (2002) 
que examinó el enriquecimiento de rotíferos con calcio como tratamiento de la lordosis. Los 
minerales son responsables de la formación del esqueleto, el mantenimiento de los sistemas 
coloidales, la regulación del equilibrio ácido-base, osmorregulación y otros compuestos 
importantes como las hormonas y enzimas (Watanabe et al.,1997; Barrows and Hardy, 
2001; Satoh, 2003), los metales pesados son poderosos prooxidantes en la peroxidación de 
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los AGPI (Halliwell and Gutteridge, 1993).; sin embargo, sólo pequeñas cantidades de 
minerales están presentes en el cuerpo.  
 
El zinc se sabe que es un importante elemento traza en nutrición de peces 
(Watanabe et al.,1997; Apines-Amar et al.,2004) y un cofactor específico (Muniz-Rossa et 
al.,2002, Manduzio et al.,2003, Ahmed et al.,2003) para más de 300 enzimas (Vallee and 
Auld, 1990). Teniendo en cuenta que las deformidades óseas en cultivo de peces disminuyen 
su valor de mercado, el zinc es un elemento traza necesario para el crecimiento, desarrollo y 
mantenimiento de huesos sanos (Ma and Yamaguchi, 2001). 
 
El cobre es un metal pesado por naturaleza. Causa peroxidación de lípidos en el 
alimento y tejido de organismos a través de la formación de radicales libres por reacción 
redox de sus dos valencias (Cu+ y Cu2+) o propiedad prooxidante de Cu+ (Klotz et al.,2003). 
Es un cofactor de sistemas enzimáticos antioxidantes (por ejemplo, la superóxido dismutasa, 
SOD) y enzimas de la cadena de transporte de electrones (Maage, 1994, Muniz-Rossa et 
al.,2002, Manduzio et al.,2003, Ahmed et al.,2003).  
 
El selenio es un elemento traza el cual recientemente a recibido considerable 
atención en nutrición animal ya que actúa como un componente de la enzima glutatione 
peroxidasa que protege las membranas celulares contra el daño oxidativo (Rotruck et 
al.,1973). En mamíferos, ha demostrado tener un efecto protector contra los niveles tóxicos 
de metales pesados (Levander, 1986; Rana and Boora, 1992; Rana and Verma, 1997, 
Reinfelder et al.,1998; Cheung and Wang, 2005, Rider et al.,2009). Sin embargo, este efecto 
en peces no ha sido explorado (Yu-Hung and Shi-Yen, 2005, 2007, 2009). La carencia de 
selenio durante 28 semanas provoca descenso de los niveles de vitamina E en sangre, así 
como alteración de las células pancreáticas, además de reducir la fragilidad de los eritrocitos 
en salmón (Bell et al.,1987). 
 
La deficiencia en iodo reduce la síntesis de hormonas tiroideas en larvas de halibut, 
lo que podría estar relacionado con problemas de pigmentación y migración de ojos 
(Solbakken et al., 2002) 
 
El azufre es un macroelemento esencial para todos los organismos en forma de 
aminoácidos que contienen azufre; un medio privado de el no puede sostener un crecimiento 
microalgal.  
 
Cultivos celulares privados de Ca, Fe, Mn, revelan rendimientos significativamente 
inferiores a los obtenidos con medios donde existen. Calcio importante para el crecimiento 
máximo de algunas microalgas, aunque su función sigue siendo en gran medida 
desconocida; Fe es utilizado por las células para oxidación-reducción biológica y producción 
de clorofila, el manganeso se utiliza para la síntesis de clorofila (Spotte, 1979; Becker 1994; 
Carvalho, et al.,2006). 
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Hierro; se ha demostrado que el contenido de lípidos polares en algunas microalgas 
puede incrementarse por varias condiciones de cultivo dentro de las cuales destaca incluir 
altas concentraciones de hierro, biotecnología de gran aplicación en la obtención de ácidos 
grasos altamente poliinsaturados (n-3) y lípidos en la producción de biodiesel (Liu et 
al.,2008, Chih and Wen 2009). 
 
Unos 30 elementos inorgánicos al menos así como muchos compuestos orgánicos 
pueden ser utilizados por las microalgas para su nutrición (Kaplan et al.,1990; Becker, 1994) 
distinta de C, N y P; también de importancia son el S, K, Na, Fe, Mg, Ca y oligoelementos 
tales como B, Cu, Mn, Zn, Mo, Co, V, y Se, como se refleja en la composición elemental de 
las microalgas (Salisbury and Ross, 1992; Marschner, 1995). Muchos de los oligoelementos 
son importantes en las reacciones enzimáticas y para la biosíntesis de bastantes 
compuestos, por ejemplo el Co es esencial para la producción de vitamina B12. El silicio está 
presente en las paredes celulares de varias divisiones de microalgas, especialmente las 
diatomeas, la deposición de las estructuras celulares de silicio juegan un papel muy 
importante en el ciclo biogeoquímico del silicio (Montsant et al.,2005) y es un nutriente 
esencial para su crecimiento y producción (Healy, 1973). La limitación de silicio produce la 
acumulación de metabolitos secundarios de alto peso molecular (Arias et al.,2009). 
 
Es en base a lo anteriormente descrito que se plantea importante la manipulación de 
la nutrición mineral en las microalgas como base de la cadena trófica siendo una herramienta 
importante que influye en la calidad bioquímica de estas; ahora bien es importante 
respondernos si la concentración de diferentes macro y microelementos influyen en la 
productividad y calidad bioquímica de las microalgas, y así mismo observar como responde la 
acumulación de estos elementos en concentraciones adecuadas en el siguiente nivel trófico 
(alimento vivo rotíferos y Artemia) desde el punto de vista bioquímico y del ciclo biológico de 
este nivel trófico. 
 
Dicha evaluación es de relevante importancia ya que el siguiente nivel trófico de la 
cadena alimentaria marina, lo representan estadios larvales tempranos donde la producción 
de larvas a escala comercial presenta dificultades tales como altas mortalidades durante la 
fase larvaria así como mal pigmentación de los simientes, problemas debidos a deficiencias 
en la calidad alimentaría del alimento vivo que es suministrado en esta etapa crítica.   
 
Respecto a los minerales se han propuesto mecanismos activos y pasivos para la 
incorporación de oligoelementos por diferentes especies de microalgas. Existen cuatro 
mecanismos generales de entrada de metales a la célula, los cuales están mediados por 
moléculas transportadoras: 
 Transportadores que son específicos para un metal dado o que lo transportan de 
acuerdo a la similitud química de los cationes nutricionalmente esenciales ejemplo: 
calcio, molibdeno y zinc. 
 Formación de complejos no específicos de formas metálicas con moléculas 
transportadoras. En este mecanismo y el anterior las reacciones del metal podrían 
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estar ligadas a la formación de complejos con moléculas transportadoras: las formas 
metálicas con la energía libre más alta (iones libres) podrían reaccionar más 
fácilmente con el transportador y ser más disponibles para la incorporación (Sunda y 
Guillard, 1976). 
 Transporte de metales formando complejos con nutrientes orgánicos esenciales ejm: 
aminoácidos o proteínas. 
 Transporte de metales, nutricionalmente esenciales, como complejos (Sunda y 
Guillard, 1976, Anderson and Morel, 1982). 
 
El proceso de transportación no es la única forma de incorporación de oligoelementos. 
Las formas metálicas solubles en lípidos o de polaridad reducida, podrían atravesar las 
membranas sin transportador o por transporte pasivo. Su reducida polaridad es la 
explicación a la alta disponibilidad del metil-mercurio (Phillps and Buhler, 1978). 
Gadd and Griffiths, (1978), mencionan que las cantidades de metales que se incorporan a 
través de mecanismos pasivos y que se ligan a la superficie de las células son muy bajas en 
relación a las cantidades que se incorporan mediante procesos metabólicos o dependientes 
de energía (Swartzman 1990). Las paredes de las células algales tienen una gran capacidad 
para ligar metales. La diatomea Phaeodactylum se ha calculado que posee 6.7 x 108 lugares 
para ligar átomos de plomo por célula (Peterson et al; 1975). 
 
Todos los metales pesados son tóxicos para las microalgas a altas concentraciones, 
aunque el grado de toxicidad difiere en los distintos metales pesados según pertenezcan al 
grupo de los esenciales (cobre, molibdeno, zinc, etc.) o al de los no esenciales (cadmio, 
plomo, mercurio etc). En ausencia de metales pesados esenciales, las microalgas disminuyen 
su eficiencia de crecimiento y se ven afectados uno o más procesos fisiológicos y/o 
bioquímicos, o es inhibida alguna parte de su ciclo vital o metabólico. 
 
Se ha observado que la pared celular puede adsorber metales de forma pasiva 
(Ballan-Dufrancais, 1991), la integridad de la membrana plasmática puede ser destruida por 
un exceso del metal (Tarchevskii et al; 1982). Desde el punto de vista estructural, la acción 
de los metales traza se traduce en la aparición de alteraciones morfológicas (Thomas et al; 
1980). Este fenómeno ha sido observado en las Chlorophytas (Rosko and Rachlin, 1977), las 
Chrysophytas (Davies, 1976) y en las Bacillariophytas (Nuzzi, 1972; Berland et al; 1977; 
Morel et al; 1978; Stauber and Florence, 1987, 1990). 
 
Así como han sido documentadas ciertas alteraciones a nivel celular por diversos 
metales, es de hacer hincapié que algunos metales a nivel celular suelen poseer diversas 
funciones entre las que hay que destacar la de ser precursores de la pigmentación: tal es el 
caso del Silicio el cual ha sido mencionado por Lebeau y Robert, (2003) como el responsable 
de poder aumentar la proporción de ácidos grasos poliinsaturados en Phaeodactylum 
tricornutum principalmente el ácido eicosapentanoico (20:5 n-6) (EPA), el cual en 





El selenio es un elemento que dependiendo de su concentración y forma química, 
puede ser un elemento esencial para la gente, ganado, aves acuáticas, peces y ciertas 
bacterias. El selenio forma parte de la molécula de varias proteínas, con marcada actividad 
fisiológica, Así contienen Se, la glutation peroxidasa (ligada a los mecanismos de producción 
de radicales libres y a la peroxidación lipídica), la selenio-proteína P y la iodotironina-5-
deiodinasa Tipo 1 (ligada a la síntesis de la T3. Su déficit se asocia a un aumento de los 
radicales libres, a la peroxidación de las LDL, y al mixedema. Su déficit produce 
despigmentación. 
 
Técnicas de producción microalgal 
 
Las microalgas pueden ser producidas de acuerdo con una gran variedad de 
métodos, desde los estrechamente-controlados por métodos de laboratorio, a métodos 
menos predecibles en tanques al aire libre. El cultivo al interior permite controlar la 
iluminación, temperatura, nivel de nutrientes, contaminación por depredadores, y microalgas 
competitivas, mientras que en los sistemas de cultivo al aire libre, aunque más baratos, 
hacen que sea muy difícil el crecimiento de cultivos de microalgales específicos durante 
períodos prolongados. 
Cultivos abiertos, como estanques y tanques al descubierto (interior o exteriores) son 
más fácilmente contaminados de los recipientes de cultivo cerrados, tales como tubos, 
frascos, garrafas, bolsas, etc. El cultivo axénico puede también ser elegido, en cultivos de 
microalgas libres de algunos organismos como las bacterias, pero este cultivo es caro y 
difícil, porque requiere una esterilización estricta de todos los objetos de vidrio, medios de 
cultivo, y los recipientes para evitar la contaminación. Estas limitaciones hacen que sea 
imposible (y muy caras) para operación comercial. Por otra parte, cultivos no axénicos, 
aunque más baratos y menos laboriosos, son más propensos a accidentes, menos 
predecibles, y a menudo de calidad desigual. De los diferentes tipos de cultivos de 
microalgas utilizados en todo el mundo, el más habitual adoptado es el batch, continuo, 
semicontinuos y fotobiorreactores. 
 
Cultivo discontinuo o “Batch” 
Los sistemas de cultivo más comunes son los cultivos en batch o cultivo en 
discontinuo, debido a su simplicidad y bajo costo. Este es un sistema cerrado o masivo, de 
volumen limitado, en el que no hay entrada o salida de ningún tipo de sustrato, es decir, los 
recursos son finitos. La densidad celular microalgal aumenta constantemente hasta el 
agotamiento de algún factor limitante, mientras que otros componentes nutritivos 
disminuyen en el medio de cultivo con el tiempo, o algún tipo de metabolito se acumula 
hasta alcanzar un nivel toxico. Cuando la tasa de crecimiento disminuye hasta valores 
próximos a cero, los cultivos están en fase estacionaria. En los cultivos en batch, 
propiedades de las células, como el tamaño, la composición de nutrientes internos, y la 
función metabólica varían considerablemente. 
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En estos cultivos la población microalgal va pasando por las distintas fases de 
crecimiento (adaptación, exponencial y estacionaria), ajustándose por lo general a una 
función logística (Schanz y Zahler, 1981). A este tipo de cultivo batch (estático o cerrado) en 
su proceso no se le adiciona ningún tipo de sustrato, ni es retirado algún volumen. Siendo un 
sistema cerrado puede precisar la incorporación de gases. La población se divide activamente 
hasta que de acuerdo con Liebing por la ley del mínimo, existirán condiciones en las cuales le 
es imposible multiplicarse a la población; como es el caso de la disminución de nutrientes, 




En cultivos continuos, los nutrientes son potencialmente infinitos: los cultivos se 
mantendrán en un punto elegido en la curva de crecimiento mediante la adición regulada de 
medio de cultivo fresco. En la práctica, un volumen de medio de cultivo fresco se agregará 
automáticamente a una velocidad proporcional a la tasa de crecimiento de las microalgas, 
mientras se retira un volumen igual de cultivo. Este método de cultivo microalgal permite el 
mantenimiento de cultivos muy cerca de la tasa de crecimiento máximo, porque nunca el 
cultivo permanece sin nutrientes.  
 
Existen dos variantes principales en los sistemas de cultivo continuo: quimiostatos y 
turbidostatos (Fogg and Thake, 1987). Los quimiostatos se caracterizan por que el medio es 
introducido en el cultivo a una tasa constante. La concentración en el medio de un nutriente 
limitante determinará la densidad de celular en cultivo, y el flujo o tasa de dilución 
determinara la tasa de crecimiento. En los turbidostatos la densidad de la población es 
controlada por un fotosensor de manera que se mantiene un nivel preestablecido de todos 
los nutrientes que son añadidos en exceso (Tempest, 1978). 
 
En este tipo de cultivo se puede modificar la composición bioquímica de las 
microalgas en función de la concentración de nutrientes y de la salinidad (Fábregas et al; 




En un sistema semi-continuo una porción del cultivo es retirada (tasa de renovación) 
y sustituida por medio fresco a intervalos de 24 h tiempo en que nuevamente crece la 
población antes retirada, repitiendo el procedimiento. La técnica de cultivo semicontinuo 
prolonga el uso de cultivos en tanques por la recolección periódica parcial.  
 
Con esta técnica es posible mantener elevadas tasas de división celular. Por lo tanto, 
a pesar de que la producción es continua, la concentración de substrato y microorganismos 
no es constante a lo largo del tiempo. El sistema semicontinuo es una alternativa a los 
sistemas continuos especialmente indicada en el caso de microalgas sometidas a periodos 
circadianos de luz y escuridad, ya que la sincronización de la división celular que se produce 
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en estas condiciones no hace recomendable el cultivo continuo. Si los ciclos de renovación se 
hacen coincidir con los ciclos circadianos, la biomasa obtenida posee características de 
homogeneidad y estabilidad que difiere de los cultivos continuos. Propuso se el termino 
ciclostato para denominar a este tipo de cultivos sometidos a ciclos de luz y oscuridad y 




En este tipo de cultivos el sustrato se añade de forma constante, pero no se retira 
volumen alguno, por lo que el volumen del cultivo se incrementa con el tiempo. Este tipo de 
cultivos es el que se utiliza industrialmente para la producción de levadura de pan y 
penicilina. 
 
Los sistemas de producción semicontinua de microalgas con medios de cultivo ricos en 
nutrientes permiten obtener productividades notablemente más elevadas (Otero, 1994) 
 
Es en base a lo anteriormente referido que el presente estudio, evaluó 
bioquímicamente la incorporación, primeramente en las microalgas Isochrysis galbana var T-
iso y Phaeodactylum tricornutum; de los elementos Ca, Mg, Se, Si, Fe, Zn, Cu, y S (debido a 
su importancia biológica en la cadena trófica marina) en diferentes concentraciones y en la 
reconstitución del medio de cultivo “ALGAL” (Fábregas et al.,1984); así como el posterior 
desempeño de la manipulación bioquímica de las microalgas, en el siguiente nivel trófico que 
es el zooplancton; es así que se realizo en el rotífero marino Brachionus plicatilis y en 
Artemia franciscana. El empleo de las microalgas Isochrysis galbana var T-iso y 
Phaeodactylum tricornutum; fue en base a que la primera especie es altamente apreciada 
como enriquecedor en la acuicultura industrial de etapas tempranas de desarrollo larval de 
peces, crustáceos y moluscos, debido a los altos porcentajes de ácidos grasos 
poliinsaturados omega 3 que produce como es el caso del acido docosaexaenoico (DHA) así 
como el ácido  eicosapenatenoico (EPA) aunque en menor porcentaje (Takeyama, et 
al.,1996; Øie et al., 1997; Evjemo et al.,2000; Lora-Vilchis et al.,2004; Rico-Villa et 
al.,2006; Iglesias et al.,2006; Ferreira et al.,2008; Seixas et al.,2008). En tanto que el 
empleo de la segunda especie microalgal fue en función de que a pesar de que es una 
diatomea ampliamente utilizada en estudios ecológicos bioquímicos y fisiológicos (Borowitzca 
and Volcani, 1978); es una especie que habitualmente no se emplea en los laboratorios de 
desarrollo larval de organismos acuáticos a pesar de poseer muy importantes porcentajes de 
acido eicosapentaenoico (EPA), lo que sin duda haría de esta microalga una especie muy 
prometedora en maricultura (Zhukova et al., 1998; Spolaore et al.,2006), además de recibir 
atención debido a su importancia biotecnológica y biomédica en la producción de 
biomoléculas activas como exopolisacaridos, proteínas solubles y superoxido dismutasa 



































































Evaluación de la mejora en la productividad y en el perfil bioquímico de las 
microalgas Isochrysis galbana var. T-iso y Phaeodactylum tricornutum; por la 
incorporación de los elementos Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- en diferentes 
concentraciones; en la reconstitución parcial y total del medio de cultivo “ALGAL” (Fábregas 
et al.,1984); así como la estimación a posteriori del desempeño de la manipulación 
bioquímica de las microalgas, en el cultivo e incorporación de minerales del rotífero marino 




Estudio de la incorporación y efecto unitario de los elementos Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, 
Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- en diferentes concentraciones, en el medio de cultivo base sobre la 
generación de biomasa y composición bioquímica de Phaeodactylum 
tricornutum(Bohlin). 
 
Estudio de la incorporación y efecto unitario de los elementos Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, 
Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- en diferentes concentraciones en el medio de cultivo base sobre la 
generación de biomasa y composición bioquímica de Isochrysis galbana var. T-iso. 
 
Evaluación poblacional, modificación bioquímica e incorporación de elementos 
unitarios por Artemia franciscana y Brachionus plicatilis, producida por el 
enriquecimiento en cultivo con Phaeodactylum tricornutum, cultivada con concentración 
óptima de Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2-. 
 
Evaluación poblacional, modificación bioquímica e incorporación de elementos 
unitarios por Artemia franciscana y Brachionus plicatilis, ocasionada por el 
enriquecimiento en cultivo con Isochrysis galbana var. T-iso, cultivada con concentración 
óptima de Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2-. 
 
Reconstitución del Medio de Cultivo en función de los resultados de incorporación 
en conjunto, de los elementos Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- en 
concentraciones óptimas en dos tipos de medio: Algal Alto Rendimiento (AARPt, 
AARTISO) y Algal Incremento Concentración EPA y DHA (AEPA y ADHA) para 
Phaeodactylum tricornutum e Isochrysis galbana var. T-iso respectivamente. 
 
Evaluación del efecto de los medios de cultivo Algal Alto Rendimiento (AAR) y 
Algal Incremento Concentración DHA (ADHA) en diferentes concentraciones de 
nitrógeno, sobre la generación de biomasa, composición bioquímica, e incorporación 
elemental de Isochrysis galbana var. T-iso. 
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Evaluación del efecto de los medios de cultivo Algal Alto Rendimiento (AAR) y 
Algal Incremento Concentración EPA (AEPA) en diferentes concentraciones de 
nitrógeno, sobre la generación de biomasa, composición bioquímica, e incorporación 
elemental de Phaeodactylum tricornutum. 
 
 Estudio poblacional, modificación bioquímica e incorporación de elementos por 
Artemia franciscana y Brachionus plicatilis, ocasionada por el enriquecimiento con 
Phaeodactylum tricornutum cultivada con los medios de cultivo AARPt y AEPA. 
 
Estudio poblacional, modificación bioquímica e incorporación de elementos por 
Artemia franciscana y Brachionus plicatilis, ocasionada por el enriquecimiento con 
Isochrysis galbana var. T-iso cultivada con los medios de cultivo AARTiso y ADHA. 
 
Evaluación de la Capacidad Antioxidante (AA) y Contenido Polifenólico Total 
(CPT), en las microalgas Phaeodactylum tricornutum e Isochrysis galbana var. T-iso, 
manipuladas bioquímicamente con los medios de cultivo Algal Alto Rendimiento (AARPt, 
AARTISO) y Algal Incremento Concentración EPA y DHA. 
 
Estudio del Tamaño Celular (FS), Complejidad Celular o Granularidad (SS) y 
Autofluorescencia (Cla), por Citometría de Flujo, en las microalgas Phaeodactylum 
tricornutum e Isochrysis galbana var. T-iso, manipuladas bioquímicamente con los 
medios de cultivo Algal Alto Rendimiento (AARPt, AARTISO) y Algal Incremento 
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SISTEMA DE CULTIVO MICROALGAL 
 
El agua de mar empleada para los cultivos se filtró por 0,45 µm (Whatmann GF/C), 
se ajusto la salinidad a 3,5% con un refractómetro Atago S/Mill y se esterilizo a 120ºC, 15 Lb 
presión durante 30 minutos. Una vez estéril y fría, se procedió a su enriquecimiento con 
nutrientes orgánicos e inorgánicos obteniéndose una concentración final: NaNO3, 4 mM; 
NaH2PO4, 0.22 mM; ZnCl2, 1 µM; MnCl2, 1 µM; Na2MoO4, 1 µM; CoCl3, 0.1 µM; CuSO4, 0.1 
µM; citrato férrico, 20 µM; tiamina, 35 µg/l; B12, 3 µg/l; EDTA, 26.4 µg/l (Fábregas et 
al.,1984). La concentración de nitrógeno es la que determina la concentración final de este 
medio, siendo de 4 mg átomo N/L. El Tris se eliminó de la formulación inicial para evitar el 
crecimiento bacteriano (Fábregas et al.,1993).  
 
Incorporación de elementos 
 
Se adicionó al sistema de enriquecimiento por separado Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, 
Zn2+, Cu2+, y S2- en las siguientes concentraciones 0, 0,1, 1,0, 10,0 y 100,0 µM (para el caso 
del Fe3+ se incluyo además la concentración 20,0 µM). 
Los cultivos a diferentes concentraciones se realizaron por triplicado en 
minifotobiorreactores tubulares de vidrio, con fondo cóncavo de 30 mm de diámetro con 80 
mL de volumen de cultivo, que se dispusieron en una gradilla especial de 60 unidades de 
cultivo, dispuestas 30 a cada lado, iluminadas centralmente con lámparas fluorescentes 
OSRAM Daylight L36W/10 (Figura 1a). Se utilizo una intensidad luminosa de 152,3 µmol 
quanta/m2/s1. La intensidad luminosa se midió con un luxímetro Neurtex HD8366. Para la 
conversión de lux a µmol quanta/m2/s1 se utilizó el factor de conversión propuesto por 














Figura 1 a, b.-Sistema de cultivo microalgal en minifotobiorreactores de 80 mL (a), cámara isotérmica 
de cultivo (b). 
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Los cultivos microalgales se sometieron a fotoperiodos circadianos de 12:12 h (luz, 
oscuridad respectivamente). Cada unidad de cultivo (minifotobiorreactor) se conectó a un 
sistema de aireación capilar de 1 mm de diámetro desde el fondo del tubo (Figura 2) que 
proporciono un flujo de aireación continua de 250 mL/min1, suplementado con inyecciones 
de CO2 de 10 segundos cada 10 minutos durante el período de luz, con el objeto de 
mantener el pH de los cultivos entre 7,5 y 8, además de proveer una fuente de carbono 
inorgánico. El sistema de cultivo se situó en una cámara isotérmica con una temperatura de 


















Figura 2.- Operación de Minifotobiorreactores de 80 mL, para el cultivo microalgal (tomado de Cabezas 
Del Toro, 1991)  
 
A cada minifotobiorreactor se le inóculo en fase estacionaría una densidad inicial de 
microalgas a razón de 1,0-1,5x106cél.mL-1. Inóculo previamente cultivado en matraces de 1 
L con una concentración 4 mg átomo N/L. 
Tal densidad celular se seleccionó de acuerdo a lo recomendado por Gamallo, (1992), 
y Otero, (1994) y así evitar una fotoinhibición celular en el cultivo discontinuo. Los cultivos 
se dejaron llegar hasta el final de la fase logarítmica. Se considero que alcanzó la fase 
estacionaria cuando la densidad celular en cultivo se mantenía constante durante tres días 
consecutivos como mínimo. Es en ese momento que se inicio el régimen semicontinuo de 
cultivo. Básicamente, el sistema de cultivo semicontinuo consiste en retirar diariamente a 
primera hora del ciclo de luz una parte del cultivo (Fábregas et al; 1994, Fábregas et 
al.,1995), substituyéndose por medio fresco. El porcentaje de volumen de cultivo que se 
retiró se denomina tasa de renovación. En los experimentos realizados la tasa de renovación 
empleada fue del 30% que en estudios realizados por (Otero 1994; Fábregas et al; 1995; 
1998, Ferreira 2006) resulta ser la mejor tasa productiva y bioquímicamente hablando. 
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SISTEMA DE CULTIVO Brachiuonus plicatilis. 
 
Se cultivo masivamente a el rotífero marino Brachionus plicatilis en Carboy’s de 6 L 
con agua de mar autoclavada durante 20 min. a 120ºC y 15 lb. de presión, con aireación a 
razón de 6 a 8 burbujas por minutos y fotoperiódo circadiano 12:12 (luz-oscuridad 
respectivamente) en una cámara isotérmica cultivo con 22±2°C (figura 3a). Diariamente los 
rotíferos fueron alimentados con dietas mixtas de microalgas frescas de varias especies: 
Tetraselmis suecica, Nannochloropsis gaditana, Isochrysis galbana, Isochrysis galbana var T-
iso, Rhodomonas lens y Phaeodactylum tricornutum. Aproximadamente cada semana los 
rotíferos filtraban y lavaban en periodos cortos con agua destilada para eliminar microbiota y 
posteriormente pasarlos a un nuevo carboy con agua de mar estéril. Tal proceso preventivo 
se realizó un día antes de iniciar los experimentos con la finalidad de estabulación 
alimentaria y sanidad de los rotíferos. Para realizar las experiencias de crecimiento 
poblacional, modificación bioquímica e incorporación de elementos, los rotíferos a razón de 
50 rotíferos.mL-1 se transfirieron a botellas de 1 L, sometidos a un flujo de aire de 20 
burbujas.minuto-1 aproximadamente, ciclos de luz:oscuridad 12 h:12 h, se utilizo una 
intensidad luminosa de 52,3 µmol quanta/m2/s1 (figura 3b) y mantenidos los cultivos en una 














Figura 3 a, b.-Sistema de cultivo masivo Carboy’s 6 L (a) y cultivo/enriquecimiento 1 L (b), del rotífero 
marino Brachionus plicatilis. 
 
 
SISTEMA DE CULTIVO Artemia franciscana. 
 
 Se incubaron y eclosionaron en agua salobre a 2,5%, filtrada (1µm), quistes 
de Artemia franciscana (Kellogg, 1906) del Gran Lago Salado Utha (INVE, Aquaculture, Inc.), 
en un baño termostático a 28±1°C, una intensidad luminosa de 152,3 µmol quanta/m2/s1; 
por 24 h y un flujo de aireación continua de 250 mL/min1 (figura 4a). Una vez eclosionados 
los nauplios se lavaron con agua destilada y formalina al 4% por 10 segundos, como 
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tratamiento bacteriano preventivo; posteriormente se mantuvieron en agua marina estéril al 
3,5%. Se espero a que los metanauplios cumplieran 48 h después de la eclosión (DDE), 
tiempo en el cual han desarrollado un sistema digestivo eficaz-completo y pueden empezar a 
filtrar no selectivamente alimento (Sorgeloos et al.,2001). Para realizar las experiencias de 
crecimiento, supervivencia, modificación bioquímica e incorporación de elementos, los 
metanauplios48h se transfirieron a razón de 2 metanauplios.mL
-1 en un volumen de 500mL en 
botellas de 1 L, sometidos a un flujo de aire de 20 burbujas.minuto-1 aproximadamente, 
ciclos de luz:oscuridad 12 h:12 h, se utilizo una intensidad luminosa de 52,3 µmol 
quanta/m2/s1 (figura 4b), las botellas de cultivo se mantuvieron en un baño termostático a 














Figura 4 a, b.- Sistema de incubación y eclosión (a) y cultivo/enriquecimiento 1 L (b), de Artemia 
franciscana. 
 
Métodos de evaluación de la Biomasa Microalgal y obtención de Biomasa 




El recuento celular de los sistemas de cultivo discontinuo y semicontinuo se realizó 
durante la primera hora del ciclo de luz. En el caso del cultivo semicontinuo el contaje se 
realizo en el volumen de renovación. La densidad celular se obtuvo mediante el contaje de 
muestras diluidas con agua de mar filtrada y autoclavada,  al microscopio de contraste de 
fase (Nikon Labophot) en cámara Improved Neubauer (Brand) y fijada la muestra microalgal 
con lugol antes de la dilución. El número de células se obtuvo por campo de recuento de 1 
mm2 en donde debiesen encontrarse, con base en la dilución una media entre 30 y 300 
células (ICSH, 1988). 
Una vez constatado por triplicado el establecimiento de la fase estacionaría (por tres 
días consecutivos con un error inferior al 10%) para todas las condiciones experimentales, se 
comenzó con el cultivo semicontinuo con una tasa de renovación del 30%. Una vez obtenida 
la estabilización del cultivo en semicontinuo por triplicado se recogió biomasa. 





La biomasa microalgal para efectuar la analítica de proteínas, carbohidratos, lípidos, ácidos 
grasos, oligoelementos, capacidad antioxidante, contenido total de polifenoles, citometría de 
flujo y análisis elemental; se recogió por centrifugación de 5 o 10 mL en una centrífuga de 
rotor basculante Kubota KS8000 a 3000 rpm por 10 min. en tubos de vidrio de alta 
resistencia pyrex. Se retiro el sobrenadante y el pellet se almaceno en ultracongelación a -
30°C. La recogida de la biomasa se realizó por quintuplicado para cada condición.  
 
Los rotíferos al día 8 de cultivo se cosecharon, contabilizaron y limpiaron de materia 
orgánica filtrándose a través de un filtro de malla nitex de 300 y 60 µm de luz de malla; en 
esta última es que se cosecharon (por volumen) y lavaron con agua destilada y se 
ultracongelaron a -50°C, para los análisis de proteínas, carbohidratos, lípidos, ácidos grasos 
y oligoelementos (n=5). 
 
Los adultos de Artemia entre el día 7-9 de cultivo se cosecharon, contabilizaron y 
limpiaron de materia orgánica, filtrándose a través de una malla nitex de 500 µm de luz de 
malla; se lavaron con agua destilada, se contabilizaron 40 organismos por análisis de 
proteínas, carbohidratos, lípidos, ácidos grasos y oligoelementos por quintuplicado en tubos 
de ensaye y se ultracongelaron a -50°C.  
 
Cálculo de la tasa o índice de crecimiento 
 
 La tasa de crecimiento de los cultivos de rotíferos se calculo con la siguiente fórmula 






Donde N0=densidad inicial de rotíferos, Nt=densidad final de rotíferos y t–t0=duración del 
cultivo en días. 
 El cálculo de la velocidad de crecimiento en Artemia se realizó dividiendo la longitud 
total entre el número de días de cultivo del organismo. 
 
 Determinación de TCA y eficiencia de crecimiento 
 
 La tasa de conversión alimenticia Artemia y rotífero (TCA) se calculó dividiendo el 
peso seco de la microalga adicionada entre el peso seco producido de los organismos 
(Steffens, 1987).  
 El porcentaje de eficiencia de crecimiento se determino con la siguiente formula: 
 
   %EC= (Peso seco finalorganismo/Peso secomicroalga) * 100 (Reeve, 1963) 
 
Material y métodos 
 27
DETERMINACIÓN DE NITRATO EN EL MEDIO DE CULTIVO 
 
Se centrifugaron 5 mL de cultivo durante 15 minutos a 3100 rpm. El sobrenadante se 
filtro a través de un filtro de fibra de vidrio Whatman GF/C de 0.45 µm de tamaño de poro a 
otro tubo. Para determinar la cantidad de NO3- se leyó a 220 nm en un espectrofotómetro 
utilizando una cubeta de cuarzo de 1 cm3 (Collos et al.,1999).Como patrón se utilizó una 
serie de diluciones por triplicado de NaNO3 100 mM en agua de mar filtrada a fin de obtener 
concentraciones: 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625, 0.0325, 0.015625, y 0.0078125 mM, las lecturas 
se ajustaron a una recta por mínimos cuadrados (R2=0,99) de donde, por interpolación, se 
dedujo la concentración de nitrato en el medio de cultivo. 
 
DETERMINACIÓN PESO SECO Y CENIZAS DE LAS CELULAS, ROTIFEROS Y 
ARTEMIA.  
 
 La cosecha de microalgas para determinación del peso seco celular se efectúo en 
filtros Whatman GF/C previamente lavados con agua des-ionizada. Los filtros una vez 
lavados se secaron y carbonizaron en una mufla a 500ºC durante 24 h para eliminar residuos 
de fabricación de los filtros y trazas de materia orgánica que pudieran contener; 
posteriormente se pesaron en una balanza analítica Sartorius modelo 2405 (d=±0,001 mg).  
A través de ellos se filtró entre 5 y 10 mL de cultivo, según la densidad celular 
(cuanto menor fue la densidad celular más volumen de cultivo se filtro y así minimizar 
posibles errores debidos a la técnica). Con el fin de eliminar sales procedentes del agua de 
mar los filtros con biomasa microalgal se lavaron tres veces con una disolución isotónica (0,5 
M) de formiato amónico. Los filtros sécaronse durante 24 h en un horno convectivo a 60ºC. 
Posteriormente tales filtros pesaronse en la balanza analítica. El peso seco se obtuvo por la 
diferencia entre el peso del filtro carbonizado y el peso seco del filtro una vez filtrada la 
muestra (Utting, 1985).  
 
 La determinación del peso seco de los rotíferos y artemias se realizo de manera 
similar, solo que los filtros únicamente se lavaron con agua des-ionizada. 
 
ANÁLISIS ELEMENTAL (C-H-N) 
 
Para la determinación del peso seco liofilizado, las muestras contenidas en los  tubos 
previamente pesados y ultracongelados a –30ºC fueron inmediatamente transferidas a un 
liofilizador Labconco Lyph-Lock 6. Una vez liofilizada la biomasa microalgal, los tubos fueron 
pesados de nuevo para determinar el peso seco de las muestras empleadas para el análisis 
elemental. 
El análisis de composición elemental (carbono, hidrógeno y nitrógeno, C-H-N) se efectúo 
sobre alícuotas de biomasa liofilizada homogenizada. Pesaronse entre 1 y 2 mg de muestra 
en una balanza analógica Sartorius (d=±0,001 mg) en una cápsula especial de estaño. Para 
la realización de los análisis se utilizo un autoanalizador Carlo Erba 1108, equipado con un 
autosampler AS200. 
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El método analítico se basó en una oxidación instantánea y completa de la muestra, que 
convierte todas las substancias orgánicas e inorgánicas en productos de combustión. Los 
gases resultantes de la combustión pasan a través de un horno de reducción y son 
arrastrados al interior de una columna cromatográfica (Porapak PQS) por el gas 
transportador, en este caso helio, donde son separados para su detección, por un detector 
de conductividad térmica, que emite un señal proporcional á la concentración de los 
componentes individuales de la muestra. 
El instrumento se calibra con acetanilida, estándar aconsejado para muestras con alto 
contenido orgánico, siendo la concentración de las muestras calculada mediante un algoritmo 
de regresión lineal en base al área debajo de los picos generados por el detector. Para la 





DETERMINACIÓN DEL CONTENIDO DE PROTEÍNAS EN BIOMASA CELULAR Y 
ORGANISMOS (ROTIFEROS Y ARTEMIA) 
 
Análisis del contenido de proteínas por el método Lowry. 
 
El método utilizado consiste en una modificación del método de Lowry et al., (1951) 
propuesta por Herbert et al.,1971. El reactivo de fenol de Folin & Ciocalteau, que es 
esencialmente una solución de ácidos fosfotúngstico y fosfomolíbdico, es reducido por los 
fenoles (y por otras muchas sustancias) a azul de molibdeno que puede ser determinado 
colorimétricamente. Las proteínas reducen el reactivo de fenol, que puede ser por lo tanto 
utilizado para su determinación. Sin embargo, la cantidad de color producida varía en gran 
manera para distintas proteínas, ya que esta reacción es debida casi enteramente a su 
contenido en tirosina y triptófano, siendo el resto de los aminoácidos poco influyentes. Como 
resultado, la reactividad de este ensayo frente a una proteína determinada dependerá de la 
composición de dicha proteína y de la presencia de otra sustancia que pueda oxidar el 
reactivo de fenol de Folin (Herbert et al., 1971). 
El pre-tratamiento de las proteínas con álcali y la presencia de trazas de sales de 
cobre en el medio incrementan el color desarrollado con el reactivo de Folin & Ciocalteau. Las 
sales de cobre no incrementan la cromogenicidad de los aminoácidos libres tirosina y 
triptófano y el efecto es presumiblemente debido a complejos del cobre con otros 
aminoácidos. Esta modificación del método original de Folin & Ciocalteau no sólo incrementa 
la sensibilidad sino que también reduce las diferencias en cromogenicidad de distintas 
proteínas. Un estudio complejo de esta técnica fue realizado por Lowry et al.,1951, y una 
adaptación de éste para el análisis de microorganismos fue propuesta más tarde por Herbert 
et al.,1971. 
 
Para la realización del análisis se cosecharon 5 o 10 mL de cultivo fresco centrifugado 
(3100 rpm, 15 min.) (posteriormente ultracongelados a -30°C), en el caso de biomasa 
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microalgal, para rotíferos entre 50 y 70 mL de cultivo concentrado filtrado y 40 organismos 
adultos de artemia. Se sometieron a hidrólisis añadiendo 2 mL de NaOH 1N, a una 
temperatura de 95-100ºC durante 60 min. en baño maría. Las muestras se enfriaron y 
clarificaron por centrifugación (3000 rpm 10 min.). Se transfirieron por triplicado 0,1 mL de 
esta solución a un nuevo tubo de ensaye y se les añadieron 0,3 mL de H2O destilada. A esta 
mezcla, al igual que a la curva patrón y a un blanco con 0,4 mL de agua destilada, se le 
añadieron 0,4 mL de NaOH y 2 mL de Na2CO3 5% (W:V) al que se añade previamente una 
solución de CuSO4·5H2O al 0.5% (W:V) en tartrato de sodio-potasio al 1% (W:V), en una 
relación 50:2 (W:V). Las muestras se dejan reaccionar durante 10 min. a temperatura 
ambiente antes de añadirles 0,4 mL del reactivo comercial de fenol Folin & Ciocalteau 
(Merck) diluido a la mitad con agua destilada. 
 
Las muestras se dejaron reposar a temperatura ambiente durante 30 min. antes de 
leer la absorbencia a 750 nm en un espectrofotómetro HP8453E–DA utilizando una cubeta de 
vidrio de 1 cm3 contra el blanco de reactivos tratado con los mismos reactivos. 
Como patrón se utilizó una dilución de 1 mg/mL de sero-albúmina bovina (BSA). La curva 
patrón se construyó con 25, 50, 75, 100, 200 y 400 µL de esta disolución. Los resultados de 
esta absorbencia de la curva patrón se ajustaron por mínimos cuadrados a una ecuación de 
segundo grado (R2=0.99) a partir de la cual se calcularon por interpolación los valores de la 
proteína de las muestras problema. 
No se aceptaron resultados que presentasen un coeficiente de variación entre las réplicas 
mayores del 10%, repitiéndose el análisis. 
 
ANALISIS DEL CONTENIDO LIPÍDICO (Marsh and Weinstein, 1966), EN 
BIOMASA CELULAR Y ORGANISMOS (ROTIFEROS Y ARTEMIA) 
 
Para la determinación del contenido lipídico de la biomasa se utilizó un ensayo 
cuantitativo basado en la carbonización (Marsh and Weinstein, 1966), que es un método 
rápido y con una sensibilidad mayor que otros métodos colorimétricos (Amenta, 1964; 
Dittmer and Wells, 1969). Este método general e inespecífico permite una rápida estimación 
de los lípidos totales de una muestra biológica. Las principales ventajas de este 
procedimiento son su rapidez, sensibilidad, reproducibilidad y el empleo de un reactivo 
simple y estable como es el ácido sulfúrico concentrado. 
Se carbonizaron con ácido sulfúrico concentrado cantidades entre 5 y 300 µg, 
estimándose la concentración lipídica con una reproducibilidad de ±1%, ya que existe una 
relación entre la densidad óptica de los lípidos carbonizados y la concentración inicial de 
lípidos. 
La longitud de onda a la cual el ensayo presenta una mayor sensibilidad es 375 nm. 
A esta longitud de onda la relación entre la absorbencia y las concentraciones de lípidos es 
lineal para todas las clases de lípidos ensayados (Marsh y Weinstein, 1966). 
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Para su posterior determinación, los lípidos se extrajeron por el procedimiento de 
Bligh and Dyer 1959 tal y como describen Holland and Gabbott 1971. Se emplearon 10 mL 
de cultivo fresco centrifugado (3100 rpm, 15 min.) (posteriormente ultracongelados -30°C), 
en el caso de biomasa microalgal, para rotíferos entre 50 y 70 mL de cultivo concentrado 
filtrado y 40 organismos adultos de artemia. Se añadieron a la muestra 4,5 mL de 
CHCl3:CH3OH (1:2 V:V). Para facilitar la extracción, las muestras se trataron con un 
disruptor celular durante 5 minutos y con un sonicador por 2 min. para facilitar la extracción 
en frío a 4°C. Se centrifugaron (3100 rpm 10 min) y se recolecto el sobrenadante. 
Posteriormente se añadieron 1,5 mL de CHCl3 y 1,5 mL de agua destilada para la separación 
de la fase polar y apolar. Los tubos de ensaye se agitaron y centrifugaron durante 5 min a 
3100 rpm para facilitar la separación de las dos fases. La fase apolar (inferior) se extrajo con 
una pipeta Pasteur a un nuevo tubo de ensaye. El extracto lipídico así obtenido se llevó a 
sequedad mediante la evaporación de CHCl3 en un horno a 37ºC. Este extracto lipídico total 
sé resuspendió en 1 mL de CHCl3, repartiéndose por triplicado alícuotas de 200 µL de cada 
uno de estos extractos que vuelven a llevarse a sequedad en un horno a 37ºC.  
 
Paralelamente se preparó una disolución de tripalmitina (Sigma, T-58888) de 0,3 
mg/mL en CHCl3 para su utilización como patrón, utilizándose para la construcción de la 
recta patrón tubos de ensaye con 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8 y 0,9 mL de esta 
disolución que son evaporados al igual que las muestras.  
Una vez evaporado el solvente de muestras, patrón y blanco, se retiraron los tubos 
del horno y se dejaron enfriar, añadiendo a continuación 2 mL de ácido sulfúrico concentrado 
en cada tubo de ensaye. Se colocó un blanco con 2 mL de ácido sulfúrico concentrado. Se 
colocaron los tubos de ensaye en un horno convectivo a 200ºC durante 15 min para la 
carbonización del extracto lipídico. A continuación los tubos se colocaron a temperatura 
ambiente durante 15 seg. y a 4ºC durante 5 min. Se añadieron 3 mL de agua destilada en 
cada tubo, mezclándose bien. Los tubos se colocan de nuevo a 4ºC. Una vez fríos se 
retiraron y colocaron a temperatura ambiente aproximadamente 10 min., hasta que 
desaparecieron todas las burbujas. 
 
La absorbencia de las muestras se midió a 375 nm en un espectrofotómetro HP8453E–DA en 
cubetas de vidrio de 1 cm3 contra el blanco de referencia. 
 
Los valores de lectura de los tubos de tripalmitina se utilizaron para el cálculo de la 
recta patrón mediante un ajuste lineal por mínimos cuadrados (R2=0.99). Los valores de 
lípidos en las muestras problema se calcularon por interpolación utilizando esta recta. 
No se aceptaron resultados que presentasen un coeficiente de variación entre las réplicas 
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ANALISIS DEL CONTENIDO DE CARBOHIDRATOS, EN BIOMASA CELULAR Y 
ORGANISMOS (ROTIFEROS Y ARTEMIA) 
 
Todos los métodos propuestos para la determinación de hidratos de carbono totales 
son colorimétricos, y derivan del Test de Molish para carbohidratos; implicando el 
calentamiento del material con ácido sulfúrico concentrado y un desarrollante de color que es 
usualmente una amina aromática o un fenol (Herbert et al., 1971). 
El método fenol–sulfúrico (Dubois et al., 1956) continúa siendo el más utilizado y 
poco ha sido modificado. Es muy insensible a la interferencia con proteínas y el color 
producido es muy estable. Su única interferencia posible viene dada por las pentosas 
componentes de los ácidos nucleicos, pero su simplicidad lo convierte en el método más 
extendido en las investigaciones de este tipo (Kochert, 1978). 
Se emplearon muestras de 5 o 10 mL de cultivo fresco centrifugado (3100 rpm, 15 
min) (posteriormente ultracongelados a -30°C), en el caso de biomasa microalgal, para 
rotíferos entre 50 y 70 mL de cultivo concentrado filtrado y 40 organismos adultos de 
artemia. Sé resuspendieron en 4 mL de NaOH 1N. Las muestras se sonicaron para facilitar su 
disolución. Se repartió por triplicado 1 mL de esta disolución. Paralelamente se preparó un 
blanco con 1 mL de NaOH 1N y se distribuyeron en tubos 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 y 1 mL de una 
disolución de glucosa anhidra de 1 mg/mL en NaOH 1N, enrasándose los tubos hasta un 
volumen de 1 mL con NaOH 1N. 
 
A los tubos de ensaye se les añadieron 25 µL de fenol al 80% en agua destilada y se 
mezclaron bien. Inmediatamente se adicionaron 2,5 mL de ácido sulfúrico concentrado, 
dirigiendo la caída del ácido hacia la superficie del líquido y agitando el tubo. Tras reposar 30 
min. a temperatura ambiente, se leyó la absorbencia de las muestras a 485 nm en un 
espectrofotómetro HP8453E–DA en cubetas de vidrio de 1 cm3 contra el blanco. Los valores 
de la muestra de glucosa se ajustaron a una recta por mínimos cuadrados (R2=0.99) de 
donde, por extrapolación, se dedujo el contenido de carbohidratos de las muestras problema. 
No se aceptaron resultados que presentasen un coeficiente de variación entre las réplicas 
mayores del 10%, repitiéndose el análisis. 
 
CÁLCULO DEL VALOR CALÓRICO DE LA BIOMASA CELULAR Y ORGANISMOS 
(ROTIFEROS Y ARTEMIA) 
 
Los valores calóricos se calcularon a partir del contenido de proteínas, lípidos y 
carbohidratos obtenidos mediante las técnicas analíticas anteriormente descritas, utilizando 
las fórmulas de conversión propuestas por el National Research Council 1977: 
 
Valor calórico (kcal/g) = 5,72 (Peso proteína) + 9,50 (Peso lípidos) + 4,03 (Peso 
carbohidratos) 
 
La conversión de calorías a julios se realizó teniendo en cuenta la relación: 
1 caloria = 4,185 Julios 
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ANÁLISIS DEL CONTENIDO DE ÁCIDOS GRASOS DE LA BIOMASA CELULAR Y 
ORGANISMOS (ROTIFEROS Y ARTEMIA). 
 
 La obtención de ácidos grasos consta de dos fases: primeramente se realiza una 
extracción lipídica de la muestra y a continuación el extracto lipídico y esterificado para 
obtener los ésteres metílicos de los ácidos grasos que serán analizados en el cromatógrafo 
de gases.  
La extracción de los lípidos se efectúa según el método de Bligh and Dyer 1959 a 
partir de las muestras congeladas de cultivo de microalgas frescas y centrifugadas (3.100 
rpm, 15 min.), en el caso de rotíferos entre 50 y 70 mL de cultivo concentrado filtrado y para 
Artemia 40 organismos adultos también congelados. Los lípidos se extrajeron con 3 mL de 
CHCl3:CH3OH (1:2 v:v). Para facilitar la extracción en las muestras de rotífero y Artemia, se 
dejaron reposar a 4 ºC durante 30 minutos, posteriormente se sonicarón por 2 min. y 
además 5min en el disruptor celular a 4°C. Los tubos de ensaye conteniendo las muestras se 
mantuvieron en oscuridad para evitar la degradación de los ácidos grasos. Los extractos 
lipídicos se centrifugaron por 10 min., para posteriormente obtener el sobrenadante con una 
pipeta Pasteur, a continuación se le agrego 1,8 mL de agua destilada y 1,8 de CHCl3., se 
homogenizo y se centrifugo para separar y eliminar la a fase acuosa. A la fase apolar se le 
agregaron 50 µL de una disolución 1 mg/mL de triheptadecanoína (17:0 Sigma) como 
estándar interno. A continuación se evaporo el cloroformo mediante un flujo de N2. Los 
extractos lipídicos fueron sometidos a metanólisis mediante la adición de 2 mL de HCl:CH3OH 
al 5% y baño maría a 85ºC durante 2,5 horas (Sato and Murata, 1988). Los metilésteres de 
los ácidos grasos obtenidos, se separaron de la fase polar mediante una doble extracción con 
hexano grado HPLC y fueron concentrados por evaporación con N2 y resuspendidos en 
hexano 99,9% en un volumen de 100 o 200 µL, dependiendo de la concentración de los 
ácidos grasos. 
 
 La separación e identificación de los ácidos grasos se realizo en un cromatógrafo de 
gases GC8000 Series acoplado a un espectrómetro de masas MD800 Perkin-Elmer, 
empleando una columna OmegawaxTM 250 fused silica (Supelco) de 30 m de longitud y 0,25 
mm de diámetro. Las condiciones de análisis fueron las siguientes: volumen inyectado, 1 µL; 
gas portador, He; flujo de gas en la columna, 0,8 mL/min.; relación splits, 1,99; temperatura 
inyector, 230ºC. Método del cromatógrafo: tiempo de splitless, 1 min.; rango de 
temperaturas, 1 min a 35ºC, rampa de 35ºC/min. hasta 200ºC en 45 min. a 200ºC. Método 
de adquisición de espectros de masas: retardo del solvente, 4,5 min.; rango de masas, 10-
400; tiempo interscan, 30 s.  
 
 Los ácidos grasos fueron identificados mediante la comparación de los espectros de 
masas con los espectros contenidos en la base de datos de espectros de masas NIST and 
WILEY. Esta identificación fue confirmada mediante la comparación con un patrón comercial 
de metilésteres de ácidos grasos PUFA-3 (Metreya Inc., Pleasant Gap, PA, USA). El cálculo de 
la concentración se realizo mediante la integración del área de los picos, que en el sistema 
GC-MS es directamente proporcional a la masa. 
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ANALISIS DE LA ABSORCIÓN DE METALES EN LA BIOMASA CELULAR Y 
ORGANISMOS (ROTIFEROS Y ARTEMIA). 
 
La determinación del contenido de metales y metaloides se realizo mediante 
espectrometría de emisión óptica con plasma acoplado inductivamente (ICP-OES). En esta 
técnica, la muestra es normalmente transportada al interior del equipo coma una corriente 
líquida que se convierte en un aerosol mediante el proceso conocido como nebulización. La 
muestra en forma de aerosol se transporta al plasma, donde es desolvatada, vaporizada, 
atomizada y excitada y/o ionizada por el plasma. El plasma es formado con un flujo de gas 
argón que pasa a través de un campo de radiofrecuencia donde es mantenido en un estado 
de ionización parcial. Esto permite alcanzar temperaturas muy altas, de aproximadamente 
unos 10.000ºC. A altas temperaturas, la mayor parte de los elementos emiten luz en una 
longitud de onda característica. Esta radiación es detectada y puede convertirse en 
información sobre concentración. La emisión de luz de los diferentes elementos que 
componen la muestra es separada en diferentes longitudes de onda por medio de una señal 
que es capturada por detectores sensibles a la luz, una por cada elemento a analizar. Esto 
permite el análisis y detección de más de 70 elementos químicos en una muestra. En 
términos de sensibilidad, puede compararse con absorción atómica de llama, así que los 
límites de detección están normalmente en soluciones acuosas a niveles de μg/L (Boss and 
Fredeen, 1997). El equipo utilizado fue un ICP-OES da marca PerkinElmer, modelo Optima 
4300 DV. Para la introducción de la muestra se ha utilizado una cámara de spray tipo 
ciclónico y un nebulizador Low Flow. Las condiciones de trabajo han sido las siguientes: 
potencia del generador de RF: 1450 watios, flujo del Nebulizador: 0,6 L/min., flujo del 
plasma: 15 L/min. 
 
Se emplearon 10 mL de cultivo fresco centrifugado (3100 rpm, 15 min.) (posteriormente 
ultracongelados a -30°C) para el caso de la biomasa microalgal, en el caso de rotíferos entre 
50 y 70 mL de cultivo concentrado filtrado y para Artemia 40 organismos adultos también 
congelados.. A las muestras en tubos de ensaye pyrex con tapones de rosca se les adicionó 3 
mL de HNO3 al 65 %. Posteriormente se digirieron en baño maría a 90ºC durante 2 h. Se 
enfriaron a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugaron a 3100 rpm, 15 min. Se 
extrajo el sobrenadante y se colocó en otro tubo de ensaye. Cuando las muestras no 
sedimentaron las impurezas por centrifugación, se filtraron por filtros de fibra de vidrio 
Whatman (GF/C). Finalmente se diluyeron por triplicado las muestras 1:10 con agua MilliQ a 
fin de obtenerlas al 6,5% de acido nítrico, se preparó de igual manera un blanco de reactivos 
digerido y una matriz a la misma concentración. 
No se aceptaron resultados que presentasen un coeficiente de variación entre las réplicas 
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ANALISIS DE LA CAPACIDAD ANTIOXIDANTE Y CONTENIDO DE 
POLIFENOLES TOTALES 
 
Se empleó DPPH (2,2-difenil-1-picridazilo) en disolución con metanol (MeOH) 6x10-5 
M (4°C), reactivo Folin & Ciocalteu, ácido gálico, carbonato sódico (7,5%). Todos los 
reactivos utilizados en la experimentación fueron grado analítico, obtenidos en la casa 
comercial Sigma-Aldrich (Alemania).  
 
Las muestras liofilizadas se trituraron en un mortero. Se pesaron 30 mg los cuales se 
disolvieron en 1 mL de MeOH. A continuación se sometieron las muestras a un baño 
ultrasónico (4°C) durante 45 min. Se centrifugaron a 4500g por 10 min., repitiéndose el 
procedimiento anterior una vez más. Los extractos se almacenaron a -80°C.  
La Capacidad Antioxidante de los extractos fue evaluada empleando un espectrofotómetro 
Jasco V-530 (Jasco Corporation Tokio Japón) por medio del método de DPPH (2,2-difenil-1-
picridazilo) en disolución con MeOH 6x10-5 M con algunas modificaciones. En una cubeta de 
cuarzo se colocaron 980 µL de disolución de DHHP en fresco más 20 µL del extracto 
microalgal se mezcló y se midió la absorbancia a 515 nm hasta estabilización de la reacción a 
temperatura ambiente, utilizándose como blanco de reactivos metanol. Asimismo, una 
alícuota de DPPH se empleo como control. Los resultados son expresados como % de 
Inhibición del radical DPPH/mg de peso seco liofilizado de microalga y calculado como la 
media ± desviación estándar (SD) (n = 3). El % de Inhibición por el radical DPPH fue 
calculado empleando la siguiente ecuación:  
 
 % Inhibición = [ 1- (Amuestra – Ablanco muestra) / Aconttrol ] x 100  
 
Donde Acontrol es la absorbencia del control (DPPH sin muestra), Amuestra es la absorbencia 
del DPPH mas la muestra, y Ablanco muestra es la absorbencia solo de la muestra (muestra sin 
DPPH). 
 
El Contenido Polifenólico Total (CPT) fue estimado por el ensayo Folin & Ciocalteu 
(Singleton and Rossi, 1965). Se utilizaron 500 µL de cada extracto adicionándole 2,5 mL de 
reactivo Folin & Ciocalteu diluido (1:10). Después de 8 minutos, se añadieron 2,0 mL de 
carbonato sódico (7,5%) se vortea y se espera 1 hora a que se complete la reacción a 
temperatura ambiente y midió la absorbencia a 765 nm. Acido gálico (0-500 mg/L) fue 
empleado como estándar para elaborar una curva de calibración. Los resultados son 
expresados como equivalentes de ácido gálico (GAE/g de peso seco liofilizado de microalga, 
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ANÁLISIS DEL TAMAÑO CELULAR (FSC), COMPLEJIDAD CELULAR O 
GRANULARIDAD (SSC) Y AUTOFLUORESCENCIA (Cla), POR CITOMETRÍA DE FLUJO 
 
La citometría de flujo permite determinar un elevado número de funciones  celulares 
a gran velocidad, utilizando una amplia variedad de moléculas bioquímicamente específicas, 
no tóxicas y fluorescentes, en condiciones muy cercanas al estado in vivo en exposiciones no 
prolongadas a niveles de luz muy elevados. El tiempo de aceleración en un citómetro y el 
paso de la célula frente al haz de luz del láser se produce en unas fracciones de segundo, de 
modo que el proceso de medida ejerce una influencia mínima sobre las células, Además la 
citometría de flujo ofrece un estadística más fiable que el estudio al microscopio. 
 
Para el análisis de estos 3 parámetros celulares en Phaeodactylum tricornutum 
(AIPt4=ALGAL, AARPt4, AEPA4, 8 y 16) e Isochrysis galbana var. T-iso 
(AITISO4=ALGAL, AARTISO4, ADHA4, 8 y 16) se fijaron (n=3) muestras celulares de 1 
mL con 100μL de la formulación hecha con paraformaldehído (PFA) y glutaraldehído (P+G) 
(1%P+0,05%G final); posteriormente se ultracongelaron a -50°C. La fijación facilita la 
entrada de los fluorocromos que tiñen los ácidos nucleicos (Bullock and Petruzc, 1989). 
Vaulot et al.,1989 sugieren la utilización de glutaraldehído al 1% y Premazzi et al.,1989 
desarrollaron un protocolo con paraformaldehído (libre de metanol) entre 0,1 y 0,5%. Por lo 
que Troussellier et al.,1995 realizan un comparativo, concluyendo que el PFA o formalina es 
mejor que el glutaraldehído, tanto para la permeabilización celular (facilitando una posterior 
tinción) como para un mejor mantenimiento de la fluorescencia. Además el PFA no modifica 
las características de tamaño celular. Las muestras se pincharon en un citómetro FACScan 
Becton-Dickinson, con el programa de análisis LYSIS II de la misma marca: La fuente de luz 
que empleo este fotómetro es un láser de ión argón, que emite a 488 nm (luz azul). 
 
Cuando la célula pasa frente al haz de láser en el citómetro de flujo produce una 
señal con una intensidad determinada; esta señal es detectada por un fotosensor que la 
convierte en un pulso electrónico cuya amplitud es proporcional a la intensidad de la señal. El 
pulso se procesa a través de amplificadores logarítmicos. El amplificador logarítmico 
convierte la amplitud de la señal en su logaritmo. En cada caso la amplitud del pulso se mide 
en voltios y se convierten en un número canal, que varía entre 0 y 1023, para una resolución 
de 1024 canales. Este número canal es proporcional al logaritmo de la señal. El pico-canal se 
corresponde con el canal en el que aparece la moda de la distribución de datos en cada caso. 
El tamaño celular se detecta en función de la luz refractada en un ángulo <25°, lo que se 
conoce como luz refractada en el ángulo anterior (“forward Light sactter” o FSC). La 
granularidad celular se detecta en función de la luz refractada en un ángulo >68°, que es lo 
que se denomina luz refractada lateralmente (“side Light scatter” o SSC).  
 
Dado que la mayoría de las microalgas marinas unicelulares presentan generalmente 
una fluorescencia natural muy fuerte, la autofluorescencia es la que corresponde con la señal 
emitida por las clorofilas y pigmentos relacionados tras ser excitadas a 488 nm; la emisión 
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fluorescente  captada es la que se encuentra por encima de los 645 nm (FL4). La evaluación 
de las células realizo en torno a las 10,000 y 15,000 unidades, lo nos da una gran capacidad 
de medidas multiparamétricas y gran tamaño de la población analizada. 
 
ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS DATOS 
 
Para el análisis de los datos de incorporación y efecto unitario de los elementos sobre 
la generación de biomasa y composición bioquímica de las microalgas; evaluación 
poblacional, modificación bioquímica e incorporación de elementos unitarios en Artemia y 
rotíferos; efecto de los medios de cultivo sobre la generación de biomasa, supervivencia, 
composición bioquímica, e incorporación elemental de las microalgas, Artemia y rotíferos; 
Capacidad Antioxidante; Contenido de Polifenoles Totales en microalgas; Tamaño Celular, 
Complejidad Celular o Granularidad y Autofluorescencia, se realizaron análisis exploratorios, 
con apoyo de los paquetes estadísticos SIGMA STAT 3.1 para Windows XP® y SIGMA PLOT 
11.0 con la finalidad de reconocer si la distribución de cada una de las variables cumplía los 
requisitos de Normalidad (prueba de Kolmogorov-Smirnov) y Homocedasticidad (prueba de 
Bartlett).  
Dependiendo del ajuste de los datos a una función de densidad normal (µ=0, SD=1), 
se estableció un Análisis de Varianza Paramétrico de una o dos vías (ANOVA I o II), o bien 
alternativamente el Análisis no Paramétrico (prueba de Kruskal-Wallis (Sokal and Rolhf, 
1995). De igual forma se procedió con la igualdad o diferencia de varianzas. Siempre que el 
ANOVA (Paramétrico o no Paramétrico) proporciono diferencias significativas (0,05), muy 
significativas (0,01), o altamente significativas (0,001), se procedió a realizar una prueba a 
posteriori mediante el criterio de TUKEY, considerando en todo momento un nivel de 
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Phaeodactylum tricornutum (Bohlin) 
Phaeodactylum tricornutum (Bohlin) 
pertenece al Phylum Chrysophyta, Clase 
Bacillariophyceae (Volkman et al; 1981), 
orden Pennales, Suborden Raphidineae, 
Familia Phaeodactylaceae) (Lewin, 1958) 
presenta al igual que el resto de las 
especies pertenecientes a su phylum, 
cromatóforos dorado-marrones. Sin 
embargo existen características que difieren 
del resto de las diatomeas. La falta de 
estructuras silíceas en las formas pennadas 
y la presencia de leucosina indicaría una    
relación con las Chrysophyceae. Características como la ausencia de movimiento y la 
ausencia de rafe muestran que esta especie pudiese considerarse como una Chrysococcalian 
muy primitiva. Las células de esta diatomea, que anteriormente fue descrita como Nitzchia 
closterium W. Sm forma minutissima (Allen y Nelson, 1910; Werner 1977), presentan dos 
morfotipos descriptivos: fusiforme y oval (Gutenbrunner et al;1994). En condiciones 
especiales puede formar cadenas. El morfotipo fusiforme carece de pared silícea, mientras 
que el morfotipo oval presenta una sola valva silícea por individuo. El morfotipo oval que se 
obtiene a partir del fusiforme mediante sucesivas resiembras en medio sólido, un distintivo 
más de estas es que las células pueden presentar movimiento, apareciendo en 
aglomeraciones mucilaginosas.  
Cada célula contiene dos cloroplastos, un núcleo simple, varias mitocondrias, cuerpos 
de Golgi, retículo endoplasmático y ribosomas (Chiapelli et al; 1979). Posee forma de uso, 
con tamaño celular que oscila entre 8 y 12 µm de longitud y de 1 a 2 µm de diámetro. Es 
frecuente observar membranas en número de 4 alrededor del cloroplasto. Existe presencia 
en la membrana de tres tilacoides por lámina, con interconexiones entre láminas y 
conexiones con el retículo endoplasmático. No existen almidones en el cloroplasto, por lo que 
las sustancias de reserva son los lípidos y leucosina (Weber, 1971). Los pigmentos presentes 
en esta microalga son: clorofilas a, c1, y c2, además de ß-carotenos, fucoxantina, 
neofucoxantina, diadinoxantina (Stauber and Jeffrey, 1988, Domínguez, 1999). A diferencia 
de otras diatomeas no posee carotenoides menores ni clorofila c3 (Weber, 1971., Jorgensen, 
1977, Chiapelli et al; 1979, Jeffrey and Stauber, 1985, Roy, 1988, Wright, et al;1991). 
Las diatomeas son microalgas unicelulares fotosintéticas abundantes en el 
fitoplancton, que son de particular importancia en los ecosistemas oceánicos. Se cree que 
son responsable de hasta un 25% de la productividad primaria global y en consecuencia de 
una producción de significativa de O2 (Montsant et al.,2005, Oudot-Le Secq et al.,2007, 
Kroth et al.,2008). Estos microorganismos pueden producir grandes cantidades de biomasa; 
se estima que son responsables de alrededor del 20% de la fijación de carbono mundial. 
Hasta 16 gigatoneladas de carbono orgánico producido por el fitoplancton marino al año, o 
Figura 5. Phaeodactylum tricornutum 
(Bohlin) 40x 
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aproximadamente un tercio de la producción total oceánica, se cree se hunden en el océano 
previniendo la re-entrada de este carbono en la atmósfera durante siglos (Kroth et al.,2008). 
Es una especie muy estudiada utilizada como modelo ecológico, fisiológico, 
bioquímico, biología molecular y fotosintéticamente hablando (Apt et al.,1996), almacena 
una gran cantidad de lípidos como fuente y producción de grandes cantidades de ácidos 
grasos poliinsaturados dentro de los cuales destaca el ácido eicosapentaenoico (20:5 n-3 
EPA) de entre varias estudiadas (Yongmanitchai and Ward, 1991, 1992; Mirón et al.,2002) 
cantidad que además puede ser potenciada biotecnológicamente (Acien Fernandez, 2000; 
Fernández Sevilla, 2004; Ceron García, 2005), además de su potencial uso en farmacéutica 
industrial (Domergue et al.,2002,2003) El empleo de esta microalga en acuacultura es muy 
controversial debido a que las condiciones de cultivo pueden causar variaciones muy 
importantes en la composición bioquímica de las células y, por tanto, en su valor nutricional 
(Reis et al.,1996; Albentosa et al.,1996; Bitaubé Pérez et al.,2008). En P. tricornutum los 
ácidos grasos constituyen entre el 8 y el 10% de la biomasa celular, donde el EPA constituye 
entre el 27 y el 30% de los ácidos grasos totales, o 2,6-3,1% de la biomasa seca (Atalah et 
al.,2007). Importante la aplicación del EPA que produce en biotecnología, farmacéutica 
(producción exopolisacaridos de alto peso molecular así como superoxido dismutasas) 
(Guzmán Murillo et al.,2007), producción de biodiesel por su riqueza en lípidos 
(especialmente PUFAs n-3) y de desarrollos larvales tempranos de organismos acuáticos 
(Harwood and Guschina, 2009) 
La especie empleada, fue aislada de aguas de la Ria de Arosa (Fábregas, 1982) 
predominante del tipo fusiforme, por carecer de pared silicea  
 
Isochrysis galbana var T-iso 
Pertence a la Division Prymnesiophyta, 
Clase Prymnesiophyceae=Haptohyta 
(Edvarsen et al.,2000), Orden 
Isochrysidales, Familia Isochrysidaceae, 
Género Isochrysis. Se conocen unos 50 
géneros y aproximadamente 500 
especies de primnesiófitas (Green et al., 
1990), pero constantemente se 
descubren nuevas especies. Las 
primnesiófitas pueden medir hasta 30 
µm de diámetro pero la mayoría de las 
especies tienen un tamaño comprendido 
entre 2 y 20 µm (Jeffrey and Vesk, 
1997). Son de color amarillo-marrón, presentan variedad de formas, pudiendo ser esféricas, 
ovaladas, elipsoidales, fusiformes o aplanadas (Heimdal, 1993) (figura 6). La mayoría son de 
vida libre, móviles, cocoides o palmeloides, pero también las hay formadoras de colonias y 
filamentos (Green et al.,1990). Casi todas las primnesiófitas son marinas aunque existen 
algunas especies de agua dulce. Algunas presentan reproducción sexual con alternancia de 
fases haploides y diploides (Gayral and Fresnel, 1983; Green et al., 1990). Algunas formas 
 
 
Figura 6.- Isochrysis galbana var. T-iso. 40x 
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filamentosas sus células divídense dando 8 o 16 células flageladas que se dispersan para dar 
lugar a nuevos filamentos (Green and Parke, 1975).  
 
Las células están recubiertas de escamas que pueden estar o no calcificadas; 
especies que presentan placas calcificadas cocolitos se denominan cocolitofóridos. Las 
escamas están compuestas de polisacáridos y proteínas que se producen en el  complejo de 
Golgi, liberándose en la superficie de la célula mediante la fusión de la vesícula que las 
contienen con la membrana plasmática (Klaveness and Paasche, 1979; Hibberd, 1981; 
Romanovicz, 1981).  
 
 Presentan uno o dos cloroplastos periféricos con lámelas formadas por tres tilacoides 
y sin lámela periférica. El pirenoide está en el interior del plasto o formando un abultamiento 
en su superficie. Los cloroplastos están rodeados por una membrana del retículo 
endoplásmico que también incluye al núcleo. Los pigmentos principales de las  primnesiófitas 
son la clorofila a, c1, c2 y c3, así como β,β-caroteno, fucoxantina, diatoxantina y 
diadinoxantina (Jeffrey and Wright, 1994). Las primnesiófitas acumulan crisolaminarina y 
glóbulos lipídicos como substancias de reserva. El género Isochrysis comprende especies con 
dimensiones de 3 µm × 5 µm (Brown et al., 1997) que presentan escamas unicamente en el 
haptonema.  
 
Es una especie de gran interés por su alto contenido de ácidos grasos poliinsaturados 
donde destaca por su concentración el ácido docosahexaenoico (DHA 22:6), lo que posibilita 
su utilización como fuente alternativa de DHA en dietas y salud humana por su acción 
antiinflamatoria (Burguess et al.,1993; Coupland et al.,1996) y como biomasa directa útil en 
desarrollos larvales tempranos de organismos acuáticos (Tzovenis et al.,2003a,b), 
biotecnología, farmacéutica, producción de biodiesel por su riqueza en lípidos (especialmente 
PUFAs n-3) (Harwood and Guschina, 2009). Tal microalga por el perfil de PUFAs n-3, es una 
dieta importante de presas vivas tales como Artemia (Zhukova et al.,1998; Evjemo et 
al.,2000; Lora-Vilchis et al.,2004; Seixas et al.,2008; Hamre and Harboe, 2008), rotíferos 
(Takeyama et al.,1996; Olsen et al.,1997;Park et al.,2006; Ferreira et al.,2008) y copépodos 
aportándoles a estos últimos un máximo de producción y fecundidad de huevos y desarrollo 
de nauplios, copepoditos y adultos (Milione and Zeng, 2007). El factor nutricional del 
alimento o presa viva es fundamental para el mejoramiento de la larvicultura de organismos 
acuáticos; lo que incrementaría las tasas de supervivencia y previsibilidad de producción en 
la etapa de destete de peces marinos (Makridis et al.,2009). Isochrysis galbana var T-iso es 
una de las principales especies utilizadas en los laboratorios de desarrollo larval (Borowitzka 
1997) y en el cultivo de bivalvos en el mundo (Duerr et al.,1998; Andersen and Ringvold 
2000; Farías et al.,2003, Pennarun et al.,2003). 
 
La cepa utilizada de Isochrysis galbana var T-iso (CCMP1324) procede del Provasoli-
Guillard Center for the Culture of Marine Phytoplankton (CCMP) Bigelow, Maine, USA. 
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Brachionus plicatilis O. F. Müller 
Los rotíferos son organismos 
microinvertebrados; y representan los más 
pequeños metazoarios pseudocelomados no 
segmentados. El nombre de rotífero se deriva 
de la presencia (en la mayoría de las especies) 
de una corona ciliada, que al moverse se 
asemeja a una rueda (del latín rota: rueda; 
ferre: transportador) (Wallace and Snell, 1991) 
(figura 7). Estos organismos son habitantes de 
ambientes acuáticos y semiterrestres, que 
pueden ser sésiles o libres nadadores. 
Pertenecen al Phyllum Aschelminta, Rotífera o 
Rotatoría, Clase Rotífera o Monogononta, Suborden Ploima, Superfamilia Brachionoidea, 
Familia Brachionidae, Género Brachionus, Especie plicatilis. Comprende cerca de 2.000 
especies no segmentadas, simétricamente bilaterales, pseudocelomados (Wallace and Snell, 
1991), con una talla que oscila entre 100 µm y 1 mm, la talla difiere de acuerdo al lugar que 
habita, los cambios medioambientales y nutricionales son los que provocan diferencias 
morfológicas no genéticas originándose los ecofenotipos (Walker, 1981, Snell and Carrillo, 
1984). Brachionus plicatilis es una especie nadadora con un tamaño alrededor de 240 µm de 
largo y 170 µm de ancho en estado adulto (Serra et al., 1998) 
 
El orden Monogononta  se han encontrado machos en el 10% de las especies que lo 
conforman y se presume existen en todas las restantes, aunque  la presencia de machos es 
cíclica  y estacional en la mayoría de las especies. Los organismos de este orden presentan 
dimorfismo sexual, los machos tienen varios grados de reducción en algunas estructuras. El 
tamaño de los machos es mucho menor al de las hembras pudiendo llegar a ser desde la 
décima parte hasta la mitad de la talla de las hembras. El sistema digestivo de los machos es 
reducido y carecen de ano y cloaca. En cuanto a las hembras existen mícticas, amícticas, y 
anfotéricas. Las mícticas se preproducen sexualmente, las amícticas asexualmente o 
partenogenéticamente y las anfoteritas pueden reproducirse sexual o asexualmente. 
Los organismos de este phylum son cosmopolitas; habitan aguas salobres, con influencia 
marina y continental. Son osmorreguladores (59 a 936 mOsn), politérmicos, y presentan un 
amplio rango de tolerancia a los parámetros ambientales. Tolera un amplio rango de 
condiciones ambientales; salinidades que van de 1-97 g/L, tolera una alcalinidad 10 a 14000 
meq/L. 
 
El cuerpo de Brachionus plicatilis es más o menos cilíndrico o con forma de saco 
dividido en tres porciones: cabeza, tronco, y el pie (región postanal). La cabeza soporta la 
corona, la cual esta rodeada por cilios que utiliza para las funciones de locomoción y 
alimentación, posee también una faringe muscular, el mástax, el cual posee un juego de 
mandíbulas duras llamadas trophy (Ruttner-Kolisko, 1974). Es una especie no selectiva en 
sus hábitos alimenticios; filtrador de materia orgánica particulada en la columna de agua 
 
 
Figura 7.- Brachionus plicatilis
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además de otras especies planctónicas. Su dieta incluye algas verde-azules, verdes rojas, 
bacterias y levaduras que presenten tamaños entre 12 y 15 µm a las cuales atrae por medio 
de los movimientos de la corona ciliar (Ito, 1957, 1960; Hirayama et al., 1973; Ruttner-
Kolisko, 1974; Chontiyaputta e Hirayama, 1978; Fulks and Main 1992). La cantidad de 
alimento consumida por día equivale a más de cuatro veces su peso, con una asimilación del 
19,4%; es muy eficiente en la conversión de la energía metabólica en energía para la 
reproducción (Koste, 1980). En el orden Monogononta existen dos tipos de hembras, 
mícticas y amictícas. Ambos tipos son diploides (2n) y morfológicamente similares, pero 
producen diferentes tipos de huevos (Thane, 1974). 
 
Las hembras amícticas producen huevos que solo forman un cuerpo polar durante el 
desarrollo del oocito; el proceso de maduración es amniótico y produce huevos diploides 
(2n), mismos que al desarrollarse producen nuevas hembras partenogenéticas. Por otra 
parte las hembras mícticas producen huevos haploides mediante divisiones meióticas y en el 
proceso de maduración de las células germinales se producen cuerpos polares. Si estos 
huevos no son fertilizados se desarrollan machos; si son fertilizados se forman quistes de 
resistencia los que pasan por proceso de diapausa por lapsos distintos (dependiendo de las 
condiciones ambientales), y se desarrollan hembras amícticas (King, 1977). Las hembras 
amícticas tienen una producción máxima de 23 a 24 huevos en su ciclo de vida; en 
condiciones óptimas, una hembra puede cargar 5 huevos al mismo tiempo. Si se diluye el 
medio de cultivo se puede provocar un gran incremento en el número de huevos por puesta.  
Ito 1955; 1957, fue el primero en reportar que el rotífero Brachionus plicatilis podría ser 
utilizado como alimento de larvas de peces marinos y estableció las condiciones para su 
cultivo, utilizando como alimento a Chlorella sp. Las especies del género Brachionus más 
utilizadas en acuacultura son: Brachionus plicatilis y B. rubens ya que poseen un buen 
tamaño de presa para numerosos depredadores y ser de fácil digestión en diversas etapas 
tempranas de desarrollo larval de peces marinos, larvas de ostras (Shin et al.,2008), erizos y 
otras sp marinas (Fontaine and Revera, 1980). 
 
La calidad nutricional de la especie como alimento de diversos depredadores depende 
directamente del alimento o enriquecedor con que haya sido cultivado (Stottrup and 
Attramadal, 1992, Mourente et al.,1995, Fernández et al.,2008) y la función fisiológica hacia 
donde se dirija este en los desarrollos larvales tempranos de especies acuáticas (Souto et 
al.,2008); así como del tamaño de partícula de la dieta (Baer et al.,2008). 
Brachionus plicatilis se utiliza rutinariamente en maricultura, los cuales alimentan a mas de 
60 especies de peces marinos y 18 especies de crustáceos. Sin embargo, es útil sólo si es 
nutritivo, de tamaño adecuado, y de crecimiento rápido (Sayegh et al.,2007). 
Las larvas de peces marinos requieren cierta cantidad de ácidos de cadena larga, 
como son los ácidos grasos altamente insaturados (PUFA’s) de la serie n-3 como el ácido 
araquidónico (AA, 20:4), ácido docosapentaenoico (DPA, 22:5), ácido eicosapentaenoico 
(EPA, 20:5) y ácido docosahexaenoico (DHA, 22:6) que son los óptimos para la 
supervivencia y crecimiento. Las fuentes más comunes de estos ácidos grasos esenciales 
son: tradicionalmente aceites de pescado comercial (por los productos de la pesca pelágica), 
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los aceites ricos en DHA / EPA, y eucariotas unicelulares, como dinoflagelados heterótrofos y 
prymnesiophyceas fototróficas que bioencapsulados y enlongados por Brachionus plicatilis 
son fácilmente aprovechados por el siguiente nivel trófico (Estudillo-del Castillo et al.,2009). 
 
Los peces marinos requieren de alimento vivo en sus primeras etapas de vida para la 
supervivencia y desarrollo. El papel de la alimentación exógena en las primeras etapas es 
controvertido. Las larvas de peces marinos sólo tienen un tracto digestivo parcialmente 
desarrollado después de la eclosión por lo que dependen fuertemente de las enzimas 
exógenas proporcionadas por el alimento vivo que consumen para la digestión de sus presas. 
La mayoría de los cultivos larvales, se basan en el suministro de rotíferos durante los 10 y 30 
días después de la apertura de la boca de las larvas. Los rotíferos son una fuente de 
alimentación adecuada por las siguientes razones: su forma, tamaño y color, su motilidad 
relativamente lenta, su contenido bioquímicas el que pueden ser manipulados para satisfacer 
los requisitos nutricionales de las larvas de peces, y la facilidad con la que pueden ser 
cultivados en altas densidades para ser proporcionados en las grandes cantidades 
necesarias.  
Por otra parte, los rotíferos pueden servir como una bio-cápsula o vehículo para la 
transferencia de agentes terapéuticos, bacterias probióticas y minerales para las larvas de 
peces (Lubzens, et al.,2001). 
Los niveles de minerales y oligoelementos, con excepción del calcio, magnesio y 
hierro, son muy bajos en los rotíferos que en los copépodos. Sin embargo el magnesio a 
pesar de estar presente no se encuentra en las concentraciones adecuadas para cubrir los 
requisitos de estadios tempranos de peces marinos; como sucede con la no presencia de 
selenio, yodo entre otros, que son necesarios para procesos de metamorfosis, antioxidantes 
y enzimáticos en larvas peces (Hamre et al.,2008, Rider et al.,2009). 
 
Artemia franciscana (Kellogg, 1906) 
 
Artemia es un pequeño artrópodo incluido en la 
Clase Crustácea Entomostrácea, perteneciente a 
la subclase Branquiópoda, orden Anostraca, 
familia Artemiidae y género Artemia. Los 
Anostrácos son crustáceos muy antiguos que 
han sobrevivido en la actualidad, por lo que es 
común encontrar características primitivas en 
ellos como: gran cantidad de segmentos 
corporales, ausencia de artejos articulados en 
las extremidades, mezclados con otros 
caracteres propios de un alto grado de 
especialización como apéndices para la filtración 
de partículas en suspensión y antenas en los 
machos especializadas para el proceso de 
cópula (figura 8).  
 
 
Figura 8.- Artemia franciscana 
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Artemia habita lagos y lagunas hipersalinas 
caracterizados por una baja diversidad de 
especies. Una peculiaridad del género es la 
producción de quistes flotantes. Los quistes 
son metabólicamente inactivos y no se 
desarrollan mientras permanezcan secos. 
En contacto con el agua, los quistes se 
hidratan y el embrión contenido dentro, 
inicia su metabolismo; a las 20 h inicia el 
rompimiento del quiste. Mientras el 
embrión arrastra el quiste vacío (etapa 
umbrella; figura 9), termina el desarrollo 
del embrión y, después de un corto tiempo, 
ocurre la eclosión culminando con la  
aparición del nauplio. El primer estadio naupliar (instar I; 400-500 μm de longitud) posee un 
color parduzco, un ojo naupliar rojo en la región cefálica y tres pares de apéndices (figura 9).  
 
La larva instar I no se alimenta ya que su sistema digestivo todavía no es funcional. 
Después de 8 horas el organismo muda al segundo estadio naupliar (instar II) en el cual ya 
es fitoplanctófago. El crecimiento de la larva continúa con otras 15 mudas que se agrupan en 
estadios metanaupliares, postmetanaupliares y postlarvarios. La Artemia adulta (± 1 cm de 
longitud) tiene un cuerpo alargado con dos ojos pedunculados complejos, un tracto digestivo 
lineal, anténulas sensoriales y 11 pares de toracópodos funcionales (figura 8). Posee 11 
somitos torácicos con toracópodos también nombrados filópodos, los cuales están seguidos 
de dos somitos modificados, en los cuales se encuentran los órganos reproductores que 
normalmente se consideran como parte del tórax; en las hembras adultas se observan dos 
pequeños sacos translúcidos donde se aprecian los quistes o pequeños huevecillos. Al somito 
genital le siguen 7 abdominales sin apéndices; el telson termina en una furca compuesta por 
un par de cercopoditos. Los apéndices torácicos típicos, cuyo tamaño va disminuyendo hacia 
la parte posterior, tienen un eje principal llamado “cormo”, un exopodito conocido con el 
nombre de “flabellum” y un endopodito. Los apéndices torácicos cumplen una triple función: 
i) sirven como órganos natatorios, ii) permiten la respiración por intercambio de gases y iii) 
filtran el agua para atrapar partículas alimenticias. El tamaño corporal varía según la raza 
pero en general parece estar relacionado con el nivel de ploidía. 
La importancia para la acuacultura que Artemia sp. posee es ampliamente reconocida 
desde los años 20’s entre los técnicos y científicos de todo el mundo (Sorgeloos, 1979; Jones 
and Houde, 1981; Hontoria et al., 1989; Rosenberry, 1997; Lavens and Sorgeloos, 2000). 
Las razones de tal hecho son varias, entre las que se destaca su tiempo de almacenaje 
(Léger, et al., 1987); su valor con respecto a ácidos grasos altamente insaturados (HUFA’s n-
3) en estado naupliar o metanaupliar ya que es deficiente en particular del acido graso 
docosaexaenoico (22:6 n-3 DHA) y sin poseer enriquecimiento el ácido eicosapentaenoico 
(20:5 n-3 EPA) es aproximadamente el 5% (Han et al.,2000), en tanto que los niveles de 
 
 
Figura 9. Estadio umbrella y nauplio instar I. 
(1) ojo naupliar; (2) anténula; (3) antenas; 
(4) mandíbula. 
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acido araquidónico (20:4 n-6 ARA) también suelen ser bajos, pero después de su 
enriquecimiento con emulsiones de aceites marinos en la forma de ácidos grasos ethyl 
esteres o aceites intactos que contengan tryacil-sn- gliceroles (Baker et al.,1998;Ando et 
al.,2004), ARA podrá superar el 2% (Hamre and Horboe 2008). En los peces marinos el 
ácido araquidónico es el sustrato preferido para la producción de eicosanoides; ya que la 
deficiencia en desaturasas impide la síntesis de ARA a partir del ácido linolénico dietético 
(Estévez et al., 1999). 
Así mismo microalgas con altos contenidos de HUFA’s n-3 como suele contener 
Isochrysis galbana var. T-iso (Olsen et al.,1997; Evjemo and Olsen, 1999; Evjemo et 
al.,2000; Lora-Vilchis et al.,2004) y que son estables en el transporte trófico, sin embargo es 
sabido que la composición de ácidos grasos de las microalgas suministradas como alimento 
en desarrollos larvales tempranos marinos y como alimento vivo varía significativamente 
dependiendo de la posición taxonómica de las especies, así como de las condiciones y medio 
de cultivo (Reitan et al.,1994; Coutinho 2008; Seixas et al.,2009, Ferreira et al.,2009). 
Phaeodactylum tricornutum parece ser otra especie microalgal con gran potencial para 
enriquecimiento de Artemia debido a que es rica en lípidos polares donde destaca el ácido 
graso 20:5(n-3) y el 20:4(n-6) (Zhukova et al.,1998). 
El enriquecimiento con liposomas ha sido un éxito (Nordgreen et al.,2007); en 
Artemia que a su vez funciona como bio-cápsula o vehículo para la transferencia de 
alimenticios esenciales, pigmentos, agentes terapéuticos y bacterias probioticas bajo ciertos 
modelos y estándares (Figueiredo et al.,2009) que influyen positivamente en la 
supervivencia, crecimiento y pigmentación de las larvas de peces. Además de emplearse 
como atrayente organoléptico en conjunto con dietas inertes para alevines (Persoone, 1978; 
Levine, 1983). El empleo de Artemia sp. sigue vigente aun cuando existan productos 
alimenticios alternativos (biomasa viva, congelada, liofilizada, flakes, pellets, etc.) que 
intentan suplir los estándares nutricionales requeridos. 
Un tópico muy de actualidad lo representa la nutrición mineral, la cual no se a 
estudiado muy afondo a pesar de saber que una gran cantidad de elementos están ligados a 
diversos procesos morfológicos, fisiológicos, de pigmentación entre otros; principalmente en 
etapas tempranas de desarrollo larval de organismos acuáticos. 
Por ejemplo en la naturaleza, el zooplancton contiene un mayor contenido de Zn, Fe, Cu, S, 
Mg, Se, Si, Ca, Mn etc; que en la Artemia recién eclosionada (Nguyen et al.,2008), es por 
ello que la incorporación directa en el zooplancton o en piensos de larvas de peces como 
Boosting (Rider et al.,2009) o la incorporación vía la base de la cadena trófica es esencial; de 
forma que las larvas de distintas especies acuáticas dispongan de ellos y mejorar procesos 











































Estudio de la incorporación y efecto unitario de los elementos Ca2+, 
Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- en diferentes concentraciones, en el 
medio de cultivo “ALGAL” (Fábregas et al.,1984), sobre la generación de 
biomasa y composición bioquímica de Phaeodactylum tricornutum 
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El agua de mar es generalmente considerada como una fuente suficiente de minerales para 
la mayoría de los organismos marinos, pero es un medio intrínsicamente complejo, que 
contiene más de 50 elementos conocidos, además de un gran número, pero variable de 
compuestos orgánicos. Por lo general, es necesario enriquecer el agua de mar con nutrientes 
como el nitrógeno, fósforo y hierro (Barsanti and Gualtieri, 2006). En los sistemas intensivos 
de producción, los altos niveles de biomasa pueden conducir al agotamiento de los minerales 
esenciales. Watanabe et al.,1983, en un análisis de los diversos componentes de la 
alimentación de estadios larvarios, consideró que los minerales no son un factor 
determinante para el valor de la dieta. Robin 1989 obtuvo un aumento significativo en el 
crecimiento de turbot, utilizando rotíferos enriquecidos con una premezcla de minerales. Hay 
poca información en la literatura acerca de los requisitos de minerales y elementos traza y 
aún menos sobre el efecto del contenido mineral de microalgas en las presas vivas (Lie et 
al.,1997). El medio mineral utilizado para el cultivo de microalgas debe ser reconsiderado 
para optimizar el valor nutritivo a través de la cadena alimentaria. Cada microalga posee 
necesidades específicas minerales que han de ser cuidadosamente calculadas con respecto 
concentración óptima de nutrientes (Becker and Venkataraman, 1982, Fábregas et 
al.,1985a, Fábregas and Herrero 1985, Fábregas et al.,1986a, Fábregas et al.,1986b, 




Se utilizo a la diatomea Phaeodactylum tricornutum (aislada de aguas de la Ria de Arosa 
Fábregas, 1982) para cultivarla en régimen discontinuo y semicontinuo en 
minifotobiorreactores cilindro cónicos con 80 mL de volumen de cultivo. El medio de cultivo 
utilizado fue el denominado “ALGAL Industrial” desarrollado por Fábregas et al.,1984; cuya 
composición y preparación se detalla en la tabla 1, tal medio de cultivo fue preparado en su 
totalidad con reactivos analíticos denominándole en lo sucesivo “Algal Analítico Industrial” 
(AAI) y preparado a una concentración de nitrógeno 4mM (NaNO3). Posteriormente fueron 
preparadas soluciones 0, 0,1, 1,0, 10,0 y 100,0 mM (en el caso del Fe3+ se incluyo además 
la concentración 20,0 mM) de los siguientes elementos Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, 
Cu2+, y S2- las cuales se añadieron por separado a la formulación de AAI; destacar que en el 
caso de los elementos Fe3+, Zn2+ y Cu2+ que son componentes de inicio en la formulación del 
AAI no fueron considerados en la preparación del mismo, para de ese modo poder probar las 
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Tabla 1.-Composición y preparación del “ALGAL ANALÍTICO INDUSTRIAL” (Fábregas et 
al.,1984) 
 
“ALGAL ANALITICO INDUSTRIAL” 4 mM 
 
Fábregas, J., Abalde, J., Herrero C., Cabezas, B., and Veiga, M. 1984. Growth of the marine 
microalgae Tetraselmis suecica in batch cultures with different salinities and nutrient 
concentrations. Aquaculture 42: 207-215. 
SOLUCIÓN 1 
Macro/microelementos Concentración mM Cantidad mg.L-1 
ZnCl2 1,0 27,258 
MnCl22H2O 1,0 39,582 
NaMoO4H2O 1,0 48,388 
CoCl26H2O 0,1 4,7586 
CuSO4 0,1 3,1722 
   
   
   
EDTA  374,0  
Nota: disolver en 200 mL de agua destilada 
SOLUCIÓN 2 
C6H5FeO7.H2O 20 1051,88 
Nota: disolver en 100 mL de agua destilada 
 
SOLUCIÓN 3 
Tiamina  7,0 
Biotina  1,0 
Cianocobalamina B12  0,6 
Nota: disolver la tiamina en 98 mL de agua destilada acida (pH 4,5-5). Adicionar las otras 
vitaminas (Biotina y Cianocobalamina B12) 
 
SOLUCIÓN 4 
NaNO3 2000 34,000 
NaH2PO4 100 2,400 
Nota: disolver en 600 mL de agua destilada. 
Las soluciones deberán ser autoclavadas y mezcladas en frío quedando las soluciones 
mezcladas en un volumen final de 1 Litro. 
** 10 mL de solución stock se adicionarán a 1L de agua de mar para quedar una 
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Los cultivos a diferentes concentraciones por elemento (tabla 2), se realizaron por 
triplicado, sometidos a fotoperiodos circadianos de 12:12 h (luz:oscuridad respectivamente) 
con una intensidad luminosa de 152,3 µmol quanta.m-2.s-1; proporcionándoles un flujo de 
aireación continua de 250 mL.min-1, suplementado con inyecciones de CO2 de 10 segundos 
cada 10 minutos durante el período de luz, con el objeto de mantener el pH de los cultivos 
















Sistema de cultivo discontinuo y semicontinuo de Phaeodactylum tricornutum. 
 
Se empleó una densidad inicial de 1,5x106células.mL-1. Los cultivos se dejaron llegar 
hasta el final de la fase logarítmica. Se considero que alcanzó la fase estacionaria cuando la 
densidad celular en cultivo se mantuvo constante durante tres días consecutivos como 
mínimo, finalizando el cultivo discontinuo y evaluándose la biomasa generada. 
 
Es en ese momento que se inicio el régimen semicontinuo de cultivo, el cual consistió 
en retirar o renovar diariamente a primera hora del ciclo de luz el 30% del cultivo (Fábregas 
et al; 1994, Fábregas et al.,1995), substituyéndose por medio fresco; la tasa de renovación 
empleada fue en base a lo descrito por Otero 1994; Fábregas et al; 1995; 1998, Ferreira 
2006, que resulta ser la mejor tasa productiva y bioquímicamente hablando. Se considero 
que alcanzó la fase de estabilización el cultivo semicontinuo, cuando la densidad celular en 
cultivo se mantuvo constante durante tres días consecutivos como mínimo finalizando el 
cultivo semicontinuo; evaluándose la biomasa generada y cosechándose de 5 a 10 mL de 
biomasa microalgal por centrifugación, para el análisis correspondiente de proteínas, 
carbohidratos, lípidos, ácidos grasos, incorporación de metales; y filtración de biomasa 
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Tabla 2.- Designación de los elementos incorporados en diferentes concentraciones, en la 




[mM] Ca2+ Mg2+ Se2- Si4+ Fe3+ Zn2+ Cu2+ S2- 
0 Ca0 Mg0 Se0 Si0 Fe0 Zn0 Cu0 S0 
0,1 Ca0,1 Mg0,1 Se0,1 Si0,1 Fe0,1 Zn0,1 Cu0,1 S0,1 
1,0 Ca1,0 Mg1,0 Se1,0 Si1,0 Fe1,0 Zn1,0 Cu1,0 S1,0 
10,0 Ca10,0 Mg10,0 Se10,0 Si10,0 Fe10,0 Zn10,0 Cu10,0 S10,0 
100,0 Ca100,0 Mg100,0 Se100,0 Si100,0 Fe100,0 Zn100,0 Cu100,0 S100,0
20,0 --- --- --- --- Fe20,0 --- --- --- 
 
 
Resultados y discusión. 
 
La densidad celular de los cultivos de Phaeodactylum tricornutum sometidos a 
diferentes concentraciones de Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2-, una vez que 
llegaron a la fase estacionaría de crecimiento, mostraron que la mayor y menor biomasa 
celular en estado de equilibrio para cada elemento, al día 16-18 de cultivo discontinuo fue la 
siguiente: 
 
Fe3+: 100,0mM (45,29±1,85) y 0mM (33,51±0,69x106cel.mL-1) (figura 1a) 
S2-: 10,0mM (48,88±4,10) y 0mM (39,39±1,76x106cel.mL-1) (figura 1b) 
Zn2+: 100,0mM (45,27±2,57) y 0mM (37,03±1,67x106cel.mL-1) (figura 1c) 














Figura 1.- Densidad celular Phaeodactylum tricornutum a diferentes concentraciones de: (a) Fe3+, (b) 
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Figura 1.- Densidad celular Phaeodactylum tricornutum a diferentes concentraciones de: (c) Zn2+, (d) 
Cu2+. Cultivo discontinuo. 
Mg2+: 1,0mM (50,81±1,59) y 100mM (43,69±1,88 x106cel.mL-1) (figura 3a) 
Ca2+: 10,0mM (45,87±2,12) y 0mM (37,92±0,84x106cel.mL-1) (figura 3b) 
Si4+: 10,0mM (46,90±3,34) y 0mM (40,15±0,63x106cel.mL-1) (figura 3c) 
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Figura 3.- Curvas de crecimiento para Phaeodactylum tricornutum a diferentes concentraciones de: (a) 
Mg2+, (b) Ca2+, (c) Si4+, (d) Se2-. Cultivo discontinuo. 
 
 
Existiendo diferencias altamente significativas (p=0,002) entre las condiciones de 
cultivo mencionadas (p<0,05) (figura 2a,b,c,d y figura 4a,b,c,d). Destacar que en el caso del 
Cu2+ la concentración 100 mM fue subletal, en tanto que para el Se2- para la misma 
concentración mM fue letal, a partir del día 10 de cultivo. Los resultados medios de 
concentración celular de este estudio para todos los elementos fueron muy similares a los 
reportados por Otero, 1994, con la misma concentración 4mg át. N/L. Por lo que respecta a 
la concentración de los elementos Odum, 1971; Dempster and Sommerfeld 1995 mencionan 
que un factor limitante en el crecimiento microalgal es aquel recurso primordial que esta 
presente en cantidades que se aproximan estrechamente al mínimo crítico requerido por la 
célula y si el nivel del factor limitante aumenta, la población microalgal crecerá a una 
velocidad mucho mayor hasta que el nivel del recurso limite la tasa de crecimiento o 
produzca toxicidad (Bontje et al.,2009). La mayoría de autores concluyen que la 
concentración de metales o elementos que afectan el crecimiento microalgal en gran medida 
es variable y depende de las especies utilizadas, la densidad celular, la composición del 
medio o las condiciones físicas del cultivo (Reed and Gadd 1990; Genter, 1996, Moreno-
Garrido et al.,2000; Stauber and Davies, 2000; Franklin et, al.,2002, Ronsón-Paulín et 
al.,2004; Debelius et al.,2009). 
 
Se obtuvieron tasas máximas de crecimiento para el Fe3+[1,0mM) de 2,35 div.día-1, 
S2-[0,1] de 2,45 div.día-1, Zn2+[10,0] de 1,58 div.día-1, Cu2+[10,0] de 2,29 div.día-1 (tablas 
3-6), en tanto que para el Mg2+[0] de 2,44 div.día-1, Ca2+[1,0] de 2,50 div.día-1, Si4+[0,1] de 














Figura 2.-Máxima densidad celular en cultivo discontinuo para Phaeodactylum tricornutum con diferente 
concentración de: (a) Fe3+, (b) , S2-. Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple de 
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Figura 2.-Máxima densidad celular en cultivo discontinuo para Phaeodactylum tricornutum con diferente 
concentración de: (c) Zn2+, (d) Cu2+. Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple de 
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Figura 4.-Máxima densidad celular en cultivo discontinuo para Phaeodactylum tricornutum con diferente 
concentración de: (a) Mg2+, (b) Ca2+, (c) Si4+, (d) Se2-. Media ± SD (n=3). Diferentes letras 
(comparación múltiple de Tukey), existe diferencia significativa (p<0,05). 
 
La generación de densidad celular en base a la concentración de los elementos 
ensayados, en cultivo discontinuo mostró las siguientes correlaciones r2 (tabla 11): 
Fe3+(r2=0,94), S2-(r2=0,84), Cu2+(r2=0,98), Mg2+(r2=0,85), Ca2+(r2=0,92), Si4+(r2=0,91) las 
cuales se ajustaron a un tipo de tendencia polinomial, en tanto que el Zn2+(r2=0,94) y el Se2-
(r2=0,99) se ajustaron a una tendencia lineal positiva. La tendencia polinomial demuestra 
que existe una concentración que optimaza la generación de biomasa celular, favoreciendo 
distintos procesos de la célula tanto fisiológicos como fotosintéticos; y que en 
concentraciones mayores al óptimo, dichos procesos disminuyen pudiendo causar incluso 
toxicidad como ocurrió con el Cu2+ que llego a ser subletal. Por lo que respecta a los 
elementos que mostraron una tendencia lineal, la concentración óptima no se observo 
pudiendo asumir que las células pueden incorporar más del elemento sin ser letal pero 
fisiológicamente no cumplir su objetivo. Darley, 1987, menciona que es debido tal fenómeno 
a que en los diferentes medios de cultivo la presencia del ácido etilenodiaminotetraacético 
(EDTA) ayuda ya sea a incrementar la disponibilidad de los elementos presentes o disminuir 
los niveles tóxicos de los iones libres. 
 
La densidad celular de estabilización en cultivo semicontinuo respecto al cultivo 
discontinuo para cada elemento no presento diferencias con la tasa de renovación del 30%, 
excepto con las concentraciones 0, 0,1 del Fe3+ donde la densidad celular disminuyo cerca de 
un 90%, en el caso del S2- disminución de mas del 50% en 10,0 y 100mM, en el Zn2+ 
decremento mayor al 50% en 1,0, 10,0 y 100mM; alcanzando el estado de equilibrio al día 
48, existiendo diferencias altamente significativas (p=0,002) entre las concentraciones de 
cultivo (p<0,05)., los valores de correlación r2 se mantuvieron casi constantes con respecto 
al cultivo discontinuo en la mayoría de los elementos excepto el Mg2+, Ca2+ (tabla 11); 
presentando el siguiente comportamiento de mayor a menor densidad celular: 
 
Fe3+: 20,0mM (48,50±3,42) y 0mM (1,97±0,18x106cel.mL-1) (figura 5a). 
S2-: 0,1mM (43,92±1,42) y 100mM (19,68±1,55x106cel.mL-1) (figura 5b). 
Zn2+: 0,1mM (43,00±2,27) y 100mM (16,28±1,53x106cel.mL-1) (figura 5c). 
Cu2+: 0,1mM (52,31±3,30) y 0,mM (44,07±1,86x106cel.mL-1) (figura 5d). 
 
Los cultivos mostraron una productividad celular que fluctuó entre 0,59 y 
14,55x109cél.L-1.día-1 (Fe3+), 5,90 y 13,18x109cél.L-1.día-1(S2-), 13,22 y 15,69 x109cél.L-
1.día-1(Cu2+), 4,88 y 12,90 x109cél.L-1.día-1(Zn2+) (tabla 3,4,5,6). Otero, 1994 con la misma 
diatomea tasa de renovación igual del 30%, y concentración 4 mg át.N/L obtuvo 
productividades de 12,7x109cel.L-1.día-1 las cuales son inferiores a las reportadas en este 
estudio. Axler et al.,1980, en experimentos de enriquecimiento demostraron que la 
productividad se intensifica al añadir al medio de cultivo Fe3+, Mn2+, Mo6+, Co3+ y 
Zn2+aunque no menciona que concentraciones. La nutrición con elementos es un tema 
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complicado debido a que la concentración absoluta suele ser menos importante que la 
disponibilidad del elemento, lo cual puede ser afectado por cierto número de variables del 
cultivo. Es claro además, que el medio mineral facilita la producción de metabolitos 
secundarios, especialmente productos extracelulares (Sastre et al.,2007). 
 
El azufre es necesario en la división celular especialmente en las diatomeas; tanto en 
la división nuclear como citoplásmica, en la mayoría de las microalgas se incorpora en las 
proteínas, en lípidos, en forma de sulfolipidos y polisacáridos esterificados. Metabólicamente, 
formas activas de azufre como S-adenosyl metionina y adenosin-3´-fosfato-5´-fosfosulfato 
pueden encontrarse en las algas (O,Kelley, 1974). 
 
El hierro es necesario en la oxido reducción biológica en microalgas. Tal elemento 
más el manganeso son importantes en la productividad y tasas fotosintética y respiratoria. 
Dropp 1961 ha señalado la importancia del potencial redox del medio marino en relación con 
el hierro, el cual tiene efecto importante sobre la absorción de hierro por diatomeas y 
microalgas marinas. El nivel de hierro en el medio de cultivo afecta la producción de clorofila, 
así como el crecimiento. Es parte esencial de algunas enzimas. 
 
La mayoría de las microalgas requieren del zinc, deficiencia de este elemento 
produce bajas cantidades de RNA, pero cuando no existe deficiencia de el, existe un alto 
contenido de aminoácidos y DNA en las células, en ausencia de zinc desaparecen los 
ribosomas citoplasmáticos, por lo que juega un papel importante en la preservación de la 
estructura de los componentes ribosomales (Schuster and Broda, 1970). 
 
Todas las microalgas requieren del cobre como micronutriente. Una de las bases 
metabólicas de este requisito es su papel en la fotosíntesis para la formación de 
plastocianina. Existe además como parte de las proteínas en el aparato fotosintético. 
Elevadas concentración de cobre en suma con la intensidad de luz y otros iones en exceso 
como el hierro, inhiben la fotosíntesis, división y concentración celular. El ph es un factor de 
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Figura 5.- Máxima densidad celular en cultivo semicontinuo para Phaeodactylum tricornutum con 
diferente concentración de: (a) Fe3+, (b) S2-, (c) Zn2+, (d) Cu2+. Media ± SD (n=3). Diferentes letras 
(comparación múltiple de Tukey), existe diferencia significativa (p<0,05). 
 
En el caso del Mg2+, Ca2+, Si4+, Se2-, la densidad celular de estabilización al día 47 de 
cultivo en semicontinuo y con respecto al cultivo discontinuo disminuyo en todas las 
concentraciones al 50%, obteniendo los siguientes valores de mayor a menor densidad 
celular donde existieron diferencias significativas (p=0,002) entre las concentraciones de 
cultivo (p<0,05): 
Mg2+: 1,0mM (24,26±1,89) y 0mM (18,20±1,63x106cel.mL-1) (figura 6a) 
Ca2+: 1,0mM (24,64±2,23) y 0mM (18,46±1,96x106cel.mL-1) (figura 6b) 
Si4+: 1,0mM (22,88±1,32) y 0mM (19,22±1,31x106cel.mL-1) (figura 6c) 
Se2-: 1,0mM (22,40±1,60) y 0mM (18,07±0,94x106cel.mL-1) (Figura 6d) 
Mostrando una productividad celular que fluctuó entre 5,46 y 7,28x109cél.L-1.día-1 (Mg2+), 
5,53 y 7,39x109cél.L-1.día-1(Ca2+), 5,76 y 6,86 x109cél.L-1.día-1(Si4+), 5,42 y 6,36x109cél.L-
1.día-1(Se2-) (tabla 7,8,9,10). Estas productividades fueron inferiores a las reportadas por 
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Existe investigación que conduce a determinar el optimo mineral en la composición 
del medio de crecimiento en varias especies microalgales. Evidentemente, la mayoría de las 
formulaciones de los medios de cultivo son muy diferentes de lo que las microalgas tienen en 
su ambiente natural, así mismo para las concentraciones de todos los elementos necesarios 
y que por lo general superan por mucho sus niveles naturales. Estas altas concentraciones 
de nutrientes son bien toleradas por la mayoría de las especies. Es así, sobre todo en 
cultivos discontinuos en laboratorio, donde la densidad celular aumenta varias veces sin un 
cambio de medio, es así que la alta concentración de nutrientes limita la posibilidad para el 
desarrollo de una deficiencia de algún elemento mineral (Kaplan et al.,1990).  
En la producción de la biomasa microalgal en reactores cuidadosamente controlados, 
es fácil el acceso de las células a todos los minerales necesarios para su desarrollo y máximo 
crecimiento. En tales condiciones resulta imprescindible determinar, para cada especie, el 
rango de concentración óptima para cada mineral y si es necesario adicionar alguno más.  
 
El magnesio es crucial en el funcionamiento del metabolismo celular, su ausencia 
modifica el metabolismo del nitrógeno alterándolo, además de limitar la acumulación 
temporal de carbohidratos y síntesis de proteínas. Probablemente, la mayor parte del Mg en 
la mayoría de las células está involucrado en la agregación de los ribosomas en unidades 
funcionales. El Mg funciona en las reacciones que implican la transferencia de "alta energía" 
de grupos fosfato y como componente de la clorofila (Healy, 1973).  
 
Requerimientos de calcio para la máxima división y crecimiento celular se ha 
demostrado para las algas verdes, las cianobacterias, y diatomeas (Gerloff and Fishbeck, 
1969; Kylin and Das, 1967). Si bien la función del Ca sigue siendo en gran parte 
desconocida, está implicado en la deposición calcárea y esqueletos de varías microalgas 
marinas ya que forma parte importante de la pared celular, además de estar relacionada con 
algunos procesos enzimáticos. En general, de los elementos requeridos en cantidades 
relativamente grandes al menos en algunas microalgas, el Ca parece ser el menos 
comprendido funcionalmente (Kaplan et al.,1990). 
 
La captación de Si depende de procesos energéticos. La absorción de silicio parece 
estar confinada a la parte del ciclo de división celular inmediatamente anterior a la 
separación de células, durante el cual la pared celular está presente lo que sugiere que el 
proceso de transporte está estrechamente relacionado con la deposición de la pared. El Si es 
un requisito específico para la síntesis de proteínas, ADN, RNA, clorofila, xantofilas, y lípidos, 
así como la fotosíntesis (O’Kelley, 1974, Kaplan et al.,1990; Legrand et al.,1991). 
 
El selenio desempeña un papel que no está claro en la alimentación microalgal y 
toxicidad. Estimula la división y crecimiento celular en algunas microalgas marinas, 
diatomeas, así como algunos dinoflagelados de agua dulce y cianobacterias (McKeown and 
Mariñas 1986; Kaplan et al.,1990; Frankerberger and Benson 1994; Li et al.,2003). 
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Figura 6.- Máxima densidad celular en cultivo semicontinuo para Phaeodactylum tricornutum con 
diferente concentración de: (a) Mg2+, (b) Ca2+, (c) Si4+, (d) Se2-. Media ± SD (n=3). Diferentes letras 
(comparación múltiple de Tukey), existe diferencia significativa (p<0,05). 
 
Es en base a lo anteriormente expuesto que los macro y micro minerales a menudo 
actúan como activadores e inhibidores enzimáticos, no es de extrañar en base a nuestros 
resultados que su efecto es más marcado en la tasa de crecimiento en lugar de rendimiento 
total dada la concentración de estos. La distinción entre la concentración que afecta el 
rendimiento y la tasa de crecimiento es importante. Diversos autores han demostrado una 
relación inversa entre la inhibición del crecimiento por una sustancia tóxica y el suministro de 
nutrientes (Braek et al.,1980). Este efecto puede ser en parte indirecto, debido a los 
nutrientes inducida por los cambios fisiológicos en la célula. En el crecimiento exponencial de 
las células en general, ocupan los metales a un ritmo mayor que las células en fase 
estacionaria de crecimiento. Cuando los efectos directos se han observado a menudo es 
difícil determinar si las interacciones son verdaderamente fisiológicas o alteraciones químicas 
del metal (o nutrientes) en disponibilidad en el medio.  
 
Se cuantifico la cantidad de nitrógeno residual, al final de la etapa de estabilización 







































































































































Capitulo 1:Incorporación de Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- en diferentes concentraciones 
en el cultivo de Phaeodactylum tricornutum 
 61
Ca2+ 2,17 y 3,32mM; Si4+ 2,12 y 2,87mM; Se2- 2,60 y 2,81mM (tabla 7-10); en tanto que 
para el Fe3+ oscilo entre 0 y 2,43mM; S2- 0 y 2,10mM; Zn2+ 0,06 y 1,91mM y Cu2+ 0mM 
(tabla 3-6). La fluctuación del nitrógeno (N) residual entre las concentraciones de los 
elementos ensayados, correspondió con la densidad celular generada (tablas 3-10), es decir 
a mayor densidad celular menor cantidad de nitrógeno residual o mejor dicho conversión de 
nitrato en nitrógeno intracelular (Otero, 1994, Otero et al.,1998) esto indica que en algunos 
casos existió limitación por nitrógeno en la concentración óptima de los elementos en el 
crecimiento microalgal; y que concentraciones del elemento por encima del óptimo ejercen 
un subaprovechamiento o punto de saturación del nitrógeno; debido al descenso de densidad 
celular a causa de la concentración del elemento ensayado, hasta comportarse de manera 
letal como fue el caso del Se2-[100,0mM] y Cu2+[100,0mM], lo que nos indicaría en este 
punto una función complementaría toxica entre la concentración de nitrógeno residual y la 
concentración del elemento no óptima. 
 Situación que coincide con la mayor cuota celular de nitrógeno QN y carbono QC 
(pg.cel-1), para la [mM] óptima de todos los elementos ensayados, existiendo diferencias 
altamente significativas (p=0,002) entre las concentraciones de cultivo (p<0,05): 
Fe3+[20,0](1,28-9,77), S2-[0,1](1,02-7,60), Zn2+[0,1](1,22-8,02), Cu2+[0,1](1,35-8,74), 
(tablas 3-6); Mg2+[1,0](0,97-7,44), Ca2+[1,0](0,96-7,33), Si4+[1,0](0,97-7,63), Se2-
[1,0](0,88-6,53) (tablas 3-10). Los valores máximos de QN reportados en este estudio con 
algunos de los elementos son muy similares a los reportados por Otero, 1994 con la misma 
especie de diatomea, en tanto que otros autores como Osborne and Geider, 1986; Thompson 
et al., 1990 han descrito valores por encima de los óptimos aquí reportados, con la diferencia 
de que ellos emplearon concentraciones más altas de nitrógeno en sus estudios con respecto 
al nuestro.  
Se observó que la relación C:N descendió con las concentraciones optimas de todos 
los elementos (figuras 7 a-h) existiendo diferencias altamente significativas (p=0,002) entre 
las concentraciones de cultivo (p<0,05), pudiendo ser tomado como un indicador de 
limitación por nitrógeno (Laws and Bannister, 1980) y no por concentración del elemento; 
que coincide con los máximos de densidad celular.  
La relación C:N posterior al optimo se estabiliza en todos los casos entre 6 y 7 
(figuras 7a-h). Los anteriores valores son ≥ a los reportados por Osborne and Geider, 1986., 
para la misma especie de diatomea; con respecto a la relación Redfield (C:N 6,6) cuando no 
existe limitación por nutrientes (Goldman et al.,1979; Goldman and Peavey, 1979, Goldman 
et al.,1986) indicando la proximidad de la máxima tasa de crecimiento (McCarthy, 1980). 
Otero, 1994; Otero et al.,1998, para la misma diatomea con una tasa de renovación del 30% 
y una concentración 4mM de nitrógeno obtuvieron valores inferiores a 6,6 en estabilización 
de C:N. Los máximos valores de C:N producto de la concentración óptima de los elementos 
ensayados en el presente estudio, fueron incluso mejores que los descritos por Parsons et 
al.,1961, en cultivos discontinuos con valores de C:N de 7,5. 
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Figura 7.- Evolución de la cuota celular de nitrógeno QN y de la relación C:N respecto la concentración 
de elementos en P. tricornutum: (a) Fe3+, (b) S2-, (c) Zn2+, (d) Cu2+, (e) Mg2+, (f) Ca2+. Media ± SD 




























































































































































































































Capitulo 1:Incorporación de Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- en diferentes concentraciones 














Figura 7.- Evolución de la cuota celular de nitrógeno QN y de la relación C:N respecto la concentración 
de elementos P. tricornutum: (g) Si4+, (h) Se2-. Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación 
múltiple de Tukey), existe diferencia significativa (p<0,05). 
 
La composición bioquímica celular (proteínas, carbohidratos y lípidos) de 
Phaeodactylum tricornutum, vario ampliamente con respecto al elemento y concentración 
[mM], existiendo en los tres combustibles bioquímicos diferencias altamente significativas 
(p=0,002) entre las condiciones de cultivo (p<0,05) (Tabla 3-10). La mayoría de los 
elementos (excepto Fe3+ y S2-) mostraron un mayor contenido proteico celular derivado de 
QN (tablas 3-10), con coeficientes de correlación con tendencia negativa (r
2 variables entre 
elementos, en el rango de 0,66 y 0,94) con respecto a los lípidos (r2 entre 0,76 y 0,96) y 
estos con respecto a los carbohidratos (r2 entre 0,67 y 0,96) (tabla 11); con diferentes 
comportamientos hiperbólicos positivos y negativos (figuras 8a-h). El contenido proteico 
celular máximo, dado de la concentración óptima de los elementos experimentados solo 
coincidió con el S2-, Ca2+, Si4+, Se2-, aunque en la mayoría de los casos mostraron valores 
superiores (pg.cel-1) a lo reportado por diferentes autores; 4,81 pg.cel-1 (Fernández Reiríz et 
al.,1989), 5,21 pg.cel-1 (Herrero, et al.,1991), 7,17 pg.cel-1 (Parsons et al.,1961) y 7,75 
pg.cel-1 por Otero, 1994 para una concentración de nitrógeno 4mM. La mayoría de los 
elementos experimentados posee una amplia implicación en la síntesis de proteínas como 
mencionan varios autores (O’Kelley, 1974; McCarthy, 1980; Kaplan et al.,1990) aunque 
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Figura 8.- Contenido celular (pg.cel-1) de proteínas, carbohidratos y lípidos, respecto la concentración 
de elementos en P. tricornutum: (a) Fe3+, (b) S2-, (c) Zn2+, (d) Cu2+, (e) Mg2+, (f) Ca2+, (g) Si4+, (h) 
Se2-. Media ± SD (n=3). 
 
Se ha sugerido que los aminoácidos libres, una fracción importante desde el punto de 
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nitrógeno en las diatomeas, proponiéndose al contenido en aminoácidos libres como 
indicador del estado nutricional celular (Admiraal et al.,1986). El papel de los aminoácidos 
libres como almacenadores de nitrógeno ha sido demostrado en otras especies microalgales 
(Dortch et al.,1984; Davidson et al.,1992), incluyendo diatomeas (Dortch, 1982). 
 
 El segundo combustible bioquímico, mayormente almacenado en la célula 
independientemente del elemento ensayado, fueron los lípidos, los cuales se acumularon 
preferentemente conforme existió un óptimo de concentración del elemento en la mayoría de 
los casos (figura 8 a-h) y que coincidió con un agotamiento o disminución del nitrógeno 
residual (tabla 3-10) en el medio de cultivo, situación que concuerda con lo reportado por 
Terry et al.,1985 para la misma diatomea y otras más como Nitzchia communis (Dempster 
and Sommerfeld 1995). Se obtuvo un contenido lipídico máximo con respecto al óptimo de 
los elementos estudiados los cuales fluctuaron entre 3,4 y 5,5 pg.cel-1 (tabla 3-10), valores 
superiores a los reportados por Parsons et al.,1961; Fernández Reiríz et al.,1989; Otero 
1994. Kates and Volcani, 1996 mencionan que aun cuando sea alta la producción de lípidos 
no necesariamente inducirá buenas concentraciones de EPA intracelular.  
 
Por último los carbohidratos celulares igual que los lípidos demostraron el mismo 
comportamiento con la mayoría de los elementos (figura 8 a-h) en el rango de 2,57 y 7,5 
pg.cel-1. Es así que Otero 1994 y Otero et al.,1998 demostraron que tanto lípidos como 
carbohidratos desde el punto de vista energético son utilizados como fuentes de 
almacenamiento, bajo limitación de nitrógeno, lo cual fue coadyuvado en este estudio con la 
óptima concentración de los elementos experimentados. Por lo tanto son evidentes, las 
diferencias existentes en la composición bioquímica, lo que nos da una idea de la versatilidad 
de la actividad metabólica celular vía la concentración de ciertos elementos, los cuales 
poseen acusada implicación en la síntesis de proteínas, lípidos y carbohidratos, además de 
otros metabolitos intermedios (O’Kelley, 1974; McCarthy, 1980; Kaplan et al.,1990; Ronsón-
Paulín et al.,2004). 
 
Cuando el contenido de proteína se considera como porcentaje de la fracción 
orgánica, el valor de proteína según la concentración del elemento fluctúo entre el 16 y 55% 
como es el caso del Fe3+ y del 52 al 68% en el Zn2+; en tanto que para el S2-, Cu2+, Mg2+, 
Ca2+, Si4+ y Se2- osciló entre 30 y 55% (figura 9 a-h). Por lo que respecta al porcentaje de 
lípidos, elementos como el Fe3+ presentaron un comportamiento hiperbólico negativo 
conforme a su concentración, decreciendo de 56 al 25%; mismo comportamiento lo 
presentaron el Ca2+ y Se2- decreciendo de 35 al 21%. En tanto que con el S2-, Zn2+, Cu2+, 
Mg2+, Si4+ mostraron un comportamiento hiperbólico positivo incrementándose en un rango 
entre 21 y 41 %. En el caso de los carbohidratos el Fe3+ revelo un comportamiento de 
incremento entre el 26 al 44%, situación inversa ocurrió con el S2- con un decremento entre 
el 41 al 22 %, así como el Ca2+ y Si4+ entre el 24 y 14%. En tanto que el Zn2+, Cu2+, Mg2+ y 
Se2- expresaron un comportamiento hiperbólico positivo (figuras 9 a-h, tablas 3-10). 
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El valor calórico celular para el Fe3+ y Zn2+ decreció con la concentración de estos, 
pero en el caso del S2-, Cu2+, Mg2+, Ca2+, Si4+ y Se2- nos mostró una tendencia hiperbólica 
positiva (tabla 3-10), con una tasa de renovación del 30%. Al respecto Otero, 1994 con 
Phaeodactylum tricornutum describe comportamientos que decrecen con diferentes tasas de 
renovación experimentadas, lo cual concluye es debido al contenido orgánico celular y no a 
la composición bioquímica de estas. Más sin embargo tales comportamientos en nuestro 
estudio son debidos a la evolución que sigue el peso orgánico celular en base a la 
concentración de los elementos experimentados y que son debidos a la necesidad fisiológica 

























Figura 9.- Porcentajes de proteínas, lípidos y carbohidratos, respecto la concentración de elementos en 
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Figura 9.- Porcentajes de proteínas, lípidos y carbohidratos, respecto la concentración de elementos en 
P. tricornutum en cultivo semicontinuo: (e) Mg2+, (f) Ca2+(g) Si4+, (h) Se2-. 
 
El peso seco celular máximo (pg.cel-1) de cada elemento, correspondió con la 
evolución de el máximo de peso orgánico (proteínas+carbohidratos+lípidos pg.cel-1); y por 
ende con el máximo de materia orgánica por célula (tablas 3-10) mostrando diferencias 
altamente significativas (p=0,002) entre las concentraciones experimentadas (p<0,05) y 
coeficientes de correlación r2 polinomial positivos entre 0,80 y 0,99 (tabla 11). En lo 
referente al contenido celular de cenizas como se puede observar en la figura 10 a-h el valor 
de estas en todos los elementos, se incrementó conforme aumento la concentración del 
metal (p<0,05) (tabla 3-10), mostrando coeficientes de correlación r2 polinomial positivos 
entre 0,80 y 0,99 (tabla 11). Contenidos de cenizas similares a este estudio fueron 
reportados por Markovits et al.,1991 y Rebolloso Fuentes et al.,2000 cercanos al 20,2 % del 
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Estudios realizados sobre la influencia en la concentración de nutrientes y la tasa de 
crecimiento sobre el contenido de cenizas contribuyen a poca información clarificadora sobre 
si un incremento del contenido celular en cenizas podría ser responsable de un descenso en 
QN en condiciones no limitantes (Otero, 1994). Sin embargo algunos autores (Fernández 
Reiríz et al.,1989) en cultivos masivos han descrito un mayor contenido de cenizas en la fase 
exponencial de crecimiento que en fase estacionaría, otros más (Thomas et al.,1984; Whyte 
1987) no encuentran una tendencia definitiva de la presencia de cenizas con la concentración 
de nutrientes en cultivo discontinuo o en distintas fases de crecimiento en cultivos masivos.  
En el presente estudio todos los elementos se acumularon de forma casi lineal 
respecto a la concentración de estos en cultivo semicontinuo y tasa de renovación del 30% 
(tabla 3-10). Otero, 1994 menciona que aun cuando exista una reducción del contenido 
orgánico celular que en nuestro caso se observo después del optimo elemental existe un 

























Figura 10.- Contenido celular: peso seco, materia orgánica y cenizas (pg.cel-1) respecto la 
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Figura 10.- Contenido celular: peso seco, materia orgánica y cenizas (pg.cel-1) respecto la 
concentración de elementos en P. tricornutum en cultivo semicontinuo: (e) Mg2+, (f) Ca2+, (g) Si4+, (h) 
Se2-. 
 
La incorporación en cultivo semicontinuo de S2-, Zn2+, Cu2+, Mg2+ y Se2- en 
Phaeodactylum tricornutum, fue muy eficiente, conforme a la concentración, con coeficientes 
de correlación polinomial r2 positivos de 0,92, 0,90, 0,95, 0,85, 0,99 respectivamente; en 
tanto que para el Fe3+, Ca2+ y Si4+ la absorción fue lineal hasta la concentración 10 mM, para 
disminuir con la concentración 100 mM (figura 11 a-b) mostrando coeficientes de correlación 
polinomial r2 positivos de 0,83, 0,77, 0,75 comparativamente, existiendo diferencias 
altamente significativas (p=0,002) entre las condiciones experimentadas (p<0,05) (tabla 3-
10). Dicha incorporación elemental concuerda con el comportamiento lineal del contenido 
celular de cenizas descrito en las tablas 3-10, al respecto Fábregas et al., 1996a; Fábregas 
et al., 1996b mencionan que Phaeodactylum tricornutum incrementa su volumen celular con 
la tasa de renovación lo que sugiere un mayor contenido de minerales. Un incremento en la 
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variaciones en el peso seco celular, el cual experimenta un óptimo para después decrecer 
hiperbólicamente. En condición de abundancia de nutrientes, las microalgas captan mayores 
cantidades de elementos del medio, es así que la presión osmótica celular aumenta, dando 
lugar a una mayor absorción de aniones y cationes. Darley, 1987, menciona que es debido 
tal fenómeno a que en los diferentes medios de cultivo la presencia del ácido 
etilenodiaminotetraacético (EDTA) ayuda ya sea a incrementar la disponibilidad de los 
elementos presentes o disminuir los niveles tóxicos de los iones libres. 
 
La disminución del contenido orgánico celular en Phaeodactylum tricornutum fue 
compensado con un incremento del contenido del elemento conforme se aumento la 
concentración de este. Son diversos los mecanismos activos y pasivos para la incorporación 
de metales por las microalgas (Otero, 1994, Bhatnagar et al.,2002). La pared celular de las 
microalgas tienen una gran capacidad para secuestrar o incorporar elementos (Wang et 
al.,1998a). Este hecho es de una importancia especial, ya que las microalgas marinas 
constituyen el primer eslabón de la cadena trófica marina y por lo tanto, pueden transferir 
metales esenciales a niveles tróficos superiores (Folgar et al.,2009); los cuales son de gran 
importancia ya que son responsables de una gran cantidad de procesos enzimáticos, 
antioxidantes y fisiológicos, que coadyuvan a mecanismos formadores de membrana, así 
como intervenir en procesos de metamorfosis en estadios larvales tempranos. 
 
Ferreira, 2006 menciona que en tasas de renovación entre el 30% y 50% inicia la 
saturación por nutrientes, con lo cual la tasa de incorporación celular de elementos se hace 
mas eficiente, situación que así sucedió con todos los elementos en nuestros cultivos a una 














Figura 11.-Incorporación celular de elementos en Phaeodactylum tricornutum. en cultivo semicontinuo 
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Los ácidos grasos (AG) más abundantes en Phaeodactylum tricornutum están 
representados por el 14:0, 16:0, 16:1(n-7) (Reitan et al.,1994; Zhukova et al.,1998); los 
cuales se estimaron entre el 5 y 48% del total de los AG y que concuerdan con los descritos 
por Rivero-Rodríguez et al.,2007. Diversos autores como Heiba et al.,1997; Colombo et 
al.,2006; Vanitha et al.,2007 e Imbs et al.,2007 describen que tal diatomea posee una 
composición del 45% de AG saturados especialmente el ácido mirístico (C14:0) y palmítico 
(C16:0), seguida de un 39% de AG monoinsaturados donde destacan el ácido palmitoleico 
(C16:1n-7), ácido elaídico (C18:1n-9), y un 10% de AG poliinsaturados especialmente el 
acido 5,8,11,14,17-eicosapentaenoico (C20:5n-3); porcentajes que concuerdan con nuestros 
resultados independientemente del elemento experimentado.  
 
Cada elemento con base en las diferentes concentraciones ensayadas, mostraron 
diversos grados de evolución respecto a incrementar o decrecer porcentualmente tales AG. 
Siendo un hecho que en base a la concentración del ácido palmítico (16:0) y palmitoleico 
(16:1(n-7) fue posible la elongación y desaturación vía enzimática (Zhukova et al.,1998; 
Huang et al.,2010) a otros ácidos grasos de cadena más larga, importantes y de 
concentración apreciable en esta diatomea, como lo fueron el 16:3(n-3), 18:0, 18:1(n-9), 
18:1(n-7), 18:2(n-6), y 18:3(n-6) que originan series de otros AG insaturados de cadena 
aun más larga como el 20:5(n-3) (tabla 12-19). Destacando el ácido graso 
eicosapentaenoico (Dunstan et al.,1994; Ying et al.,2000) como precursor de eicosanoides 
(Dyeberg, 1986), el cual incremento su presencia celular en la medida en que se llego a un 
óptimo en base a la concentración del elemento, en el medio de cultivo; con coeficientes de 
correlación r2 entre 0,60 y 0,98 (tabla 11), y que es reflejo de la evolución de los lípidos 
celulares. Ese óptimo de concentración correspondió con el máximo contenido de ácidos 
grasos totales (AGT) por célula con una tasa de renovación del 30% (tabla 12-19); 
existiendo en ambos casos diferencias altamente significativas (p=0,002) entre las 
condiciones de experimentación (p<0,05). 
El máximo contenido de AGT pg.cel-1 que correspondió, del contenido lipídico celular 
en Phaeodactylum tricornutum por elemento fue el siguiente: Fe3+(88,9%), S2-(63,82%), 
Zn2+(98,30), Cu2+(56,6%), Mg2+(53,08%), Ca2+(71,29%), Si4+(34,95%), Se2-(77,75%). 
 
Se observaron importantes diferencias en la evolución porcentual y pg.cel-1 de los 
ácidos grasos saturados (AGS) y los monoinsaturados (AGM) con respecto a los 
poliinsaturados (AGP), existiendo en todos casos diferencias altamente significativas 
(p=0,002) entre las condiciones de experimentación (p<0,05).con r2 que se expresan en la 
tabla 11; donde el decremento de los AGS más AGM correspondió con el incremento de los 
AGP (figura 12 a-h y tablas 12-19); que además coincidió con la concentración óptima de los 
elementos Fe3+, S2-, Zn2+, Cu2+, Mg2+, Ca2+, Si4+, y Se2- para la máxima generación 
porcentual del ácido graso poliinsaturado acido eicosapentaenoico (20:5 n-3, EPA) con 
valores de 10,58, 10,46, 10,12, 11,87, 15,08, 7,50, 9,33, y 7,61% respectivamente (tabla 
12-19) existiendo diferencias altamente significativas (p=0,002) entre las condiciones de 
experimentación (p<0,05). Tal acido graso es esencial para el crecimiento y reproducción de 
organismos acuáticos (Zhukova et al.,1998). 
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Dichos valores se encuentran por debajo de lo reportado por Dunstan et al.,1994 y 
Atalah et al.,2007 para Phaeodactylum tricornutum, sin embargo Ying et al.,2000 menciona 
un rango de entre 6,5 y 19,5 % rango dentro de el cual caen nuestros resultados (tabla 12-
19); mencionando que la existencia de diversas cepas o líneas de la especie y diversidad de 
sitios de donde han sido aisladas, así como la constitución del medio de cultivo trae consigo 
una gran variabilidad de sus lípidos totales así mismo los AG totales. El incremento en la 
concentración del elemento vía la máxima generación de lípidos que coincide con QC (tabla 
3-10), que es la base o fuente de producción o generación de los lípidos (Huang et al.,2010); 
desplaza la formación de lípidos neutros o triglicéridos los cuales poseen ácidos grasos de 
baja insaturación por fosfolípidos o galactolípidos (lípidos polares) en la forma de 
sulfoquinovosyldiacylglycerol (SQDG) y fosfatidilglicerol (PG) (Goss et al.,2009) y que en 
Phaeodactylum tricornutum y en la mayoría de las diatomeas representan el 40% de los AG 
poliinsaturados de las series ω-3 y ω-6 (Arao et al.,1987, Mata et al.,2010). 
 
 El ácido palmítico (16:0) y palmitoleico (16:1(n-7) con respecto a la concentración 
de la mayoría de los elementos estudiados, mostró la tendencia a decrecer o mantener su 
concentración en beneficio de incrementar los AG poliinsaturados (polares), principalmente el 
AGP 20:5n-3, EPA, como se observa en las tablas 12-19. Tal discusión es corroborada con lo 
concluido por Ying et al.,2000 y Pratoomyot et al.,2005, mencionando que el ácido palmítico 
(16:0) puede variar su presencia celular entre el 13,5% y 26,4% en tanto que el palmitoleico 
(16:1(n-7) puede estar presente entre el 21,1% y 46,3% valores que concuerdan con los 
resultados del presente estudio. Parrish and Wangersky 1987, mencionan que existen 
diferencias en la tasa de producción de las distintas clases de lípidos, tanto en la cantidad 
como en los lípidos producidos bajo condiciones de deficiencia o suficiencia de nutrientes. Al 
respecto Parrish and Wangersky 1987 y Siron et al.,1989 mencionan que la síntesis 
intracelular de triglicéridos en Phaeodactylum tricornutum se incrementa bajo condiciones de 
estrés por nitrógeno o condiciones de limitación por fósforo con el incremento de el ácido 
palmítico (16:0) y palmitoleico (16:1(n-7) y decremento de lípidos polares específicamente 
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Figura 12.- Evolución porcentual del contenido de ácidos grasos con respecto a la concentración del 
elemento en P. tricornutum en cultivo semicontinuo: (a) Fe3+, (b) S2-, (c) Zn2+, (d) Cu2+, (e) Mg2+, (f) 
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Dentro del grupo de los ácidos grasos poliinsaturados se encuentran tres grandes 
familias, mediante las cuales se derivan los procesos de elongación a ácidos grasos de 
cadena larga como son la serie ω-3, ω-6 y ω-9; de los cuales las series importantes son la 
ω-3 y ω-6, así mismo la proporción entre estas dos series es de relevante importancia en el 
valor energético celular en los siguientes niveles tróficos, por lo que una mayor proporción 
de los ω-3 es imprescindible en mecanismos formadores de membrana en etapas tempranas 
de desarrollo larval de organismos marinos. Es así que las proporciones de ácidos grasos ω-
3:ω-6 por célula tendieron a incrementarse con la concentración de cada elemento ensayado 
y ser diferentes de la concentración 0 (tabla 12-19), donde no existe el elemento en el medio 
de cultivo por lo tanto se hallaron diferencias altamente significativas (p=0,002) entre las 
condiciones de experimentación (p<0,05), con índices de correlación entre 0,63 y 0,86 (tabla 
11). La proporción porcentual de los AG ω-3:ω-6 en los elementos estudiados se encontró 
entre 2,98 y 8,10 (tabla 12-19) valores por debajo de los reportados por Rivero-Rodríguez et 
al.,2007 (10,4%). 
 
Un aspecto importante desde el punto de vista nutricional en niveles superiores de la 
trama trófica alimenticia; es la proporción que existe del total de los ácidos grasos, el ácido 
eicosapentaenoico (20:5n-3 EPA) y el ácido araquidónico (20:4n-6 ARA), tal proporción 
EPA:ARA es muy importante en la alimentación de las primeras etapas de desarrollo larval.  
En los peces planos, la metamorfosis y el desarrollo de la pigmentación son 
controlados a nivel nervioso y neuroendocrinologico. En consecuencia, la producción anormal 
de eicosanoides en el cerebro como resultado de la alteración de los niveles de ARA y EPA 
trae consigo graves consecuencias para el desarrollo y la metamorfosis de las larvas de 
peces planos, incluyendo su anormal pigmentación; por lo que la proporción de EPA que 
promueve la formación de membranas a nivel celular sobre la proporción de ARA deberá ser 
siempre superior (Estévez et al.,1999).  
 
En el presente estudio motivo de la inclusión de diferentes concentraciones de Fe3+, 
S2-, Zn2+, Cu2+, Mg2+, Ca2+, Si4+, Se2- en Phaeodactylum tricornutum logramos incrementar 
tales proporciones en el rango de 5,2% al 15,47% como se puede observar en las tablas 12-
19 existiendo diferencias altamente significativas (p=0,002) entre las condiciones de 
experimentación (p<0,05) con coeficientes de correlación r2 en el rango de 0,67 a 0,95 
(tabla 11). 
 
 En lo que respecta al ácido docosaexaenoico (22:6n-3 DHA) la concentración 
porcentual de este con respecto al total de ácidos grasos fue muy pobre, detectándose su 
presencia solo en las concentraciones óptimas de los elementos estudiados como se puede 
observar en las tabla 12-19. Otero, 1994, menciona que en esta diatomea el contenido 
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El uso de microalgas específicas como fuentes de ácidos grasos poliinsaturados 
(AGPI), ya sea para su incorporación en la acuacultura o la dieta humana, recibe un 
creciente interés. El perfil de ácidos grasos intracelular en una especie determinada es 
posible dentro de ciertos límites manipularlo, ya sea sobre su metabolismo, modulando los 
parámetros de crecimiento microalgal; o la correlación entre los componentes del medio de 
cultivo (Carvalho et al.,2006). La nutrición mineral y los efectos de la variación en la 
composición del medio de cultivo en la producción de ácidos grasos es posible mediante la 
inclusión en el medio de cultivo de ciertos elementos que además de cumplir con funciones 
fisiológicas celulares, coadyuven en la calidad bioquímica de la misma. Comportamientos 
similares en la cantidad de los ácidos grasos han sido manifestados por Feng et al.,2005; los 
cuales concluyen que la adición en el medio de cultivo de moléculas orgánicas e inorgánicas 
mejora la producción de lípidos y ácidos grasos poliinsaturados en microalgas. 
 
Rebolloso Fuentes et al.,2000 mencionan que los minerales si son biodisponibles y no 
tóxicos en la microalgas estas podrían ser utilizadas con fines alimenticios, debido a la 
cantidad y la diversidad de nutrientes que contienen. Además, de que la composición de la 
biomasa puede ser modificada por medio de variables operacionales, principalmente 
mediante el uso de los tiempos de residencia corta para obtener mayores concentraciones de 
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Cultivo en semicontinuo de Phaeodactylum tricornutum + HIERRO 
Concentración de nutrientes 4 mg át. N/L 
Tasa de renovación 30%.día-1 
 
 
 0 mM 0.1 mM 1.0 mM 10.0mM 100.0mM 20.0mM
Densidad celular 




























       
% proteína en F.O. 16,786 52,006 42,671 34,030 33,653 30,722 
% carboh. en F.O. 26,882 23,585 30,205 41,711 39,027 44,173 
% lípidos en F.O. 56,331 24,409 27,124 24,259 27,320 25,105 
       
Proteína 









































       
Peso orgánico pg.cel-1 14,122 15,923 13,078 14,398 12,79 13,592 















       












       












       






















































       






































RelaciónC:N(átomos) 16,33b 10,51ab 6,85a 7,48ab 7,91ab 7,65ab 
 
Absorción Atómica Fe 



















       
Los valores aquí presentes son la media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple 
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Cultivo en semicontinuo de Phaeodactylum tricornutum + AZUFRE 
Concentración de nutrientes 4 mg át. N/L 
Tasa de renovación 30%.día-1 
 


























      
% proteína en F.O. 32,801 30,089 35,631 36,666 35,915 
% carboh. en F.O. 41,984 47,833 29,016 24,229 22,844 
% lípidos en F.O. 25,216 22,078 35,353 39,105 41,241 
      
Proteína 



































      
Peso orgánico pg.cél-1 13,582 15,667 13,614 12,167 6,279 













      










      










      








































      
































RelaciónC:N(átomos) 7,66ab 7,42a 7,81ab 7,63ab 8,50b 
 
Absorción Atómica S 
















      
Los valores aquí presentes son la media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple 
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Cultivo en semicontinuo de Phaeodactylum tricornutum + ZINC 
Concentración de nutrientes 4 mg át. N/L 
Tasa de renovación 30%.día-1 
 
 0 mM 0.1 mM 1.0 mM 10.0 mM 100.0 mM
      
Densidad celular 
























      
% proteína en F.O. 55,535 53,333 52,584 62,131 68,812 
% carboh. en F.O. 19,114 19,686 30,164 15,118 10,469 
% lípidos en F.O. 25,351 26,981 17,251 22,751 20,720 
      
Proteína 



































      
Peso orgánico pg.cel-1 13,475 13,070 13,095 10,748 9,609 
      
Valor calórico 
(10-7 J.cél-1) 
3,584 3,505 3,213 2,845 2,544 
      










      










      














































      
































RelaciónC:N(átomos) 7,17ab 6,58a 7,20ab 7,81b 7,62ab 
 
Absorción Atómica Zn 
















      
Los valores aquí presentes son la media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple 
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Cultivo en semicontinuo de Phaeodactylum tricornutum + COBRE 
Concentración de nutrientes 4 mg át. N/L 
Tasa de renovación 30%.día-1 
 
 0 mM 0.1 mM 1.0 mM 10.0 mM 100.0 mM
      
Densidad célular 
























      
% proteína en F.O. 50,514 43,840 39,651 55,618 ---- 
% carboh. en F.O. 16,060 21,762 29,517 13,630 ---- 
% lípidos en F.O. 33,426 34,398 30,832 30,752 ---- 
      
Proteína 
































      
Peso orgánico pg.cel-1 11,948 12,133 13,382 9,644 ---- 












      









      









      










































      





























RelaciónC:N(átomos) 7,50b 6,45a 7,34a 7,19a  
 
Absorción Atómica Cu 














      
      
Los valores aquí presentes son la media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple 
de Tukey), existe diferencia significativa (p<0,05). 
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Cultivo en semicontinuo de Phaeodactylum tricornutum + MAGNESIO 
Concentración de nutrientes 4 mg át. N/L 
Tasa de renovación 30%.día-1 
 0 mM 0.1 mM 1.0 mM 10.0 mM 100.0 mM
Densidad célular 













5.46 6.01 6.29 7.28 6.12 
      
% proteína en F.O. 55.34 51.23 45.44 46.07 47.24 
% carboh. en F.O. 21.58 21.61 26.44 28.83 27.45 
% lípidos en F.O. 23.08 27.16 28.13 25.10 25.32 
      
Proteína 



































      
Peso orgánico (pg.cel-1 ) 18,38 18,79 17,91 15,96 16,0 
      
Valor calórico 
(10-7 J.cél-1) 
4.79 5.02 4.75 4.13 4.16 
      










      










      










      












      












      
































RelaciónC:N(átomos) 8,34b 7,96ab 7,65a 7,69ab 7,95ab 












      
Los valores aquí presentes son la media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple 
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Cultivo en semicontinuo de Phaeodactylum tricornutum + CALCIO 
Concentración de nutrientes 4 mg át. N/L 
Tasa de renovación 30%.día-1 
 0 mM 0.1 mM 1.0 mM 10.0 mM 100.0 mM
      
Densidad célular 
























      
% proteína en F.O. 40,613 44,665 47,758 53,561 49,218 
% carboh. en F.O. 23,975 21,571 22,247 14,045 21,611 
% lípidos en F.O. 35,412 33,764 29,996 32,394 29,171 
      
Proteína 



































      
Peso orgánico pg.cel-1 14,674 18,472 17,756 16,589 17,955 













      










      










      








































      
 
























































Los valores aquí presentes son la media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple 
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Cultivo en semicontinuo de Phaeodactylum tricornutum + SILICIO 
Concentración de nutrientes 4 mg át. N/L 
Tasa de renovación 30%.día-1 
 0 mM 0.1 mM 1.0 mM 10.0 mM 100.0 mM 
      
Densidad célular 











      
Productividad 
(109céls.L-1.día-1) 
5.77 6.72 6.72 6.86 6.51 
      
% proteína en F.O. 45.64 50.39 47.82 46.82 47.64 
% carboh. en F.O. 24.15 23.17 20.61 21.79 21.21 
% lípidos en F.O. 30.20 26.43 31.57 31.38 31.14 
      
Proteína 



































      
Peso orgánico (pg.cel-1 ) 13,8 16,65 17,57 16,54 15,8 
      
Valor calórico 
(10-7 J.cél-1) 
3,73 4,41 4,83 4,53 4,32 
      










      










      










      












      












      
































RelaciónC:N(átomos) 8,35b 8,06ab 7,83a 7,85ab 7,88ab 
      
Absorción Atómica Si 











Los valores aquí presentes son la media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple 
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Cultivo en semicontinuo de Phaeodactylum tricornutum + SELENIO 
Concentración de nutrientes 4 mg át. N/L 
Tasa de renovación 30%.día-1 
 0 mM 0.1 mM 1.0 mM 10.0 mM 100.0 mM
      
      
Densidad célular 










      
Productividad 
(109céls.L-1.día-1) 
5,42 5,79 6,36 6.27  
      
% proteína en F.O. 46.03 46.94 50.69 51.82 ---------- 
% carboh. en F.O. 23.16 24.08 23.82 26.30 ---------- 
% lípidos en F.O. 30.81 28.97 25.49 21.88 ---------- 


































      
Peso orgánico (pg.cél-1 ) 16,82 16,91 18.11 16,36  
      
Valor calórico 
(10-7 J.cél-1) 
4.57 4.54 4.76 4.18  
      









      









      







































      





























RelaciónC:N(átomos) 7,23ab 7,06a 7,45b 7,23ab  
      











      
      
MC*= Muerte célular. Los valores aquí presentes son la media ± SD (n=3). Diferentes letras 
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Coeficientes de Correlación r2 en Phaeodactylum tricornutum 
 
Elementos 
 Fe3+ S2- Zn2+ Cu2+ Mg2+ Ca2+ Si4+ Se2- 
Densidad célular 
(106 cél.mL-1 ±std) CD 
0,94 0,87 0,94 0,98 0,85 0,93 0,91 0,99
Densidad célular 
(106 cél.mL-1 ±std) CS 
0,91 0,91 0,82 0,90 0,68 0,57 0,92 0,94
Proteína 
(pg.célula-1 ± std) CS 
0,87 0,93 0,87 0,73 0,94 0,94 0,78 0,64
Carbohidratos 
(pg.célula-1 ± std) CS 
0,70 0,82 0,68 0,73 0,76 0,67 0,70 0,96
Lípidos 
(pg.célula-1 ± std) CS 
0,77 0,66 0,79 0,96 0,60 0,87 0,77 0,98
Peso seco (pg.cel-1 ±std) 
CS 
0,84 0,96 0,96 0,99 0,98 0,98 0,99 0,99
Cenizas pg.cel-1 ±std CS 0,80 0,96 0,95 0,99 0,92 0,95 0,96 0,99
Materia Orgánica pg.cel-1 
±std. CS 
0,85 0,96 0,96 0,99 0,98 0,86 0,90 0,92
Absorción Atómica 
(fg.célula-1 ± std) CS 
0,83 0,92 0,90 0,95 0,85 0,77 0,75 0,99
% EPA vs [elemento] 0,82 0,76 0,92 0,34 0,98 0,60 0,73 0,81
% Ácidos Grasos 
Sat+Monoinsaturados 
0,83 0,92 0,63 0,49 0,96 0,72 0,70 0,99
% Ácidos Grasos 
Poliinsaturados 
0,80 0,92 0,74 0,48 0,98 0,72 0,70 0,94
% ω-3/ω-6 vs [elemento] 0,85 0,76 0,64 0,80 0,86 0,65 0,73 0,73
%EPA:ARA vs 
[elemento] 
















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Estudio de la incorporación y efecto unitario de los elementos Ca2+, Mg2+, 
Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- en diferentes concentraciones, en el medio 
de cultivo “ALGAL” (Fábregas et al.,1984), sobre la generación de biomasa 
y composición bioquímica de Isochrysis galbana var. T-iso en cultivo 






Capitulo 2:Incorporación de Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- en diferentes concentraciones 





La microalga marina Isochrysis galbana posee excelentes características nutritivas, ya que es 
rica en ácidos grasos poliinsaturados (Reitan et al.,1994), utilizándola comúnmente como 
alimento en los criaderos de bivalvos (Saoudi-Helis et al.,1994; Sánchez et al.,2000), así 
como enriquecedor de Artemia y rotíferos por su alto perfil de ácido docosahexaenoico 
(22.:6n-3) y en menor escala el ácido eicosapentaenoico (20:5n-3), (Olsen et al.,1997). 
Isochrysis galbana crece bien en cultivo masivo ya sea al interior o al aire libre (Kaplan et 
al.,1990). Tal microalga puede cambiar significativamente con las variaciones en las 
condiciones de cultivo, tales como la temperatura, caudal de aire, el pH y la intensidad de la 
luz. Su composición bioquímica puede variar durante la fase de crecimiento, en particular 
con respecto a sus componentes lipídicos (Sukenik and Carmeli 1990; Hodgson et al.,1991.). 
En la actualidad, existen varios medios de cultivo que proporcionan los nutrientes para su 
crecimiento. En la producción de Isochrysis galbana con ciertas características deseadas, la 
composición del medio de cultivo es un factor fundamental. La relación entre los nutrientes 
utilizados y la composición de las células de microalgas es poco conocida (Becker, 1994). En 
general, los principales nutrientes (nitratos, fosfatos y silicatos) afectan la tasa de 
crecimiento y el nivel máximo de producción (Duerr, et al.,1998), pero se sabe que este 
crecimiento también se ve limitado por la disponibilidad de hierro (Takeda 1998). 
Modificaciones en el medio de cultivo, como el nitrógeno, fósforo y hierro afectan la tasa de 
crecimiento, composición celular, perfil de ácidos grasos de la fracción lipídica, así como su 
rendimiento final (Sánchez et al.,2000). Sin embargo, la influencia de la fase de crecimiento 
e incorporación de nutrientes elementales en la composición bioquímica no ha sido 




Se utilizo a la microalga Isochrysis galbana (var. T-iso, CCMP 1324) para cultivarla en 
régimen discontinuo y semicontinuo en minifotobiorreactores cilindro cónicos con 80 mL de 
volumen de cultivo. El medio de cultivo utilizado fue el denominado “ALGAL Industrial” 
desarrollado por Fábregas et al.,1984; cuya composición y preparación se detalla en la tabla 
1, tal medio de cultivo fue preparado en su totalidad con reactivos analíticos denominándole 
en lo sucesivo “Algal Analítico Industrial” (AAI) y preparado a una concentración de nitrógeno 
4mM (NaNO3). Posteriormente fueron preparadas soluciones 0, 0,1, 1,0, 10,0 y 100,0 mM 
(en el caso del Fe3+ se incluyo además la concentración 20,0 mM) de los siguientes 
elementos Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- las cuales se añadieron por 
separado a la formulación de AAI; destacar que en el caso de los elementos Fe3+, Zn2+ y 
Cu2+ que son componentes de inicio en la formulación del AAI no fueron considerados en la 
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Tabla 1.-Composición y preparación del “ALGAL ANALÍTICO INDUSTRIAL” (Fábregas et 
al.,1984) 
 
“ALGAL ANALITICO INDUSTRIAL” 4 mM 
 
Fábregas, J., Abalde, J., Herrero C., Cabezas, B., and Veiga, M. 1984. Growth of the marine 
microalgae Tetraselmis suecica in batch cultures with different salinities and nutrient 
concentrations. Aquaculture 42: 207-215. 
SOLUCIÓN 1 
Macro/microelementos Concentración mM Cantidad mg.L-1 
ZnCl2 1,0 27,258 
MnCl22H2O 1,0 39,582 
NaMoO4H2O 1,0 48,388 
CoCl26H2O 0,1 4,7586 
CuSO4 0,1 3,1722 
   
   
   
EDTA  374,0  
Nota: disolver en 200 mL de agua destilada 
SOLUCIÓN 2 
C6H5FeO7.H2O 20 1051,88 
Note: disolver en 100 mL de agua destilada 
 
SOLUCIÓN 3 
Tiamina  7,0 
Biotina  1,0 
Cianocobalamina B12  0,6 
Nota: disolver la tiamina en 98 mL de agua destilada acida (pH 4,5-5). Adicionar las otras 
vitaminas (Biotina y Cianocobalamina B12) 
 
SOLUCIÓN 4 
NaNO3 2000 34,000 
NaH2PO4 100 2,400 
Nota: disolver en 600 mL de agua destilada. 
Las soluciones deberán ser autoclavadas y mezcladas en frío quedando las soluciones 
mezcladas en un volumen final de 1 Litro. 
** 10 mL de solución stock se adicionarán a 1L de agua de mar para quedar una 
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Los cultivos de Isochrysis galbana (var. T-iso) a diferentes concentraciones por 
elemento (tabla 2), se realizaron por triplicado (figura 1), sometidos a fotoperiodos 
circadianos de 12:12 h (luz:oscuridad respectivamente) con una intensidad luminosa de 
152,3 µmol quanta.m-2.s-1; proporcionándoles un flujo de aireación continua de 250 mL.min-
1, suplementado con inyecciones de CO2 de 10 segundos cada 10 minutos durante el período 




Figura 1.- Sistema de cultivo discontinuo y semicontinuo de Isochrysis galbana var T-iso. 
 
Se empleó una densidad inicial de 1,5x106células.mL-1. Los cultivos se dejaron llegar 
hasta el final de la fase logarítmica. Se considero que alcanzó la fase estacionaria cuando la 
densidad celular en cultivo se mantuvo constante durante tres días consecutivos como 
mínimo, finalizando el cultivo discontinuo y evaluándose la biomasa generada. 
 
Es en ese momento que se inicio el régimen semicontinuo de cultivo, el cual consistió 
en retirar o renovar diariamente a primera hora del ciclo de luz el 30% del cultivo (Fábregas 
et al; 1994, Fábregas et al.,1995), substituyéndose por medio fresco; la tasa de renovación 
empleada fue en base a lo descrito por Otero 1994; Fábregas et al; 1995; 1998, Ferreira 
2006, que resulta ser la mejor tasa productiva y bioquímicamente hablando. Se considero 
que alcanzó la fase de estabilización el cultivo semicontinuo cuando la densidad celular en 
cultivo se mantuvo constante durante tres días consecutivos como mínimo finalizando el 
cultivo semicontinuo; evaluándose la biomasa generada y cosechándose de 5 a 10 mL de 
biomasa microalgal por centrifugación, para el análisis correspondiente de proteínas, 
carbohidratos, lípidos, ácidos grasos, incorporación de metales; y filtración de biomasa 
microalgal, para determinación de peso seco, cenizas y materia orgánica por célula de 
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Tabla 2.- Designación de los elementos incorporados en diferentes concentraciones, en la 
formulación del “ALGAL ANALITICO INDUSTRIAL”, para el cultivo de Isochrysis galbana var. 
T-iso (n=3 . condición) 
 
 ELEMENTOS 
[mM] Ca2+ Mg2+ Se2- Si4+ Fe3+ Zn2+ Cu2+ S2- 
0 Ca0 Mg0 Se0 Si0 Fe0 Zn0 Cu0 S0 
0,1 Ca0,1 Mg0,1 Se0,1 Si0,1 Fe0,1 Zn0,1 Cu0,1 S0,1 
1,0 Ca1,0 Mg1,0 Se1,0 Si1,0 Fe1,0 Zn1,0 Cu1,0 S1,0 
10,0 Ca10,0 Mg10,0 Se10,0 Si10,0 Fe10,0 Zn10,0 Cu10,0 S10,0 
100,0 Ca100,0 Mg100,0 Se100,0 Si100,0 Fe100,0 Zn100,0 Cu100,0 S100,0
20,0 --- --- --- --- Fe20,0 --- --- --- 
 
Resultados y discusión. 
 
La densidad celular de los cultivos de Isochrysis galbana var. T-iso sometidos a 
diferentes concentraciones de Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2-, una vez que 
llegaron al final de la fase estacionaría de crecimiento, mostraron que la mayor y menor 
biomasa celular en estado de equilibrio para cada elemento, al día 16-18 de cultivo 
discontinuo fue la siguiente: 
Mg2+: 10,0mM (111,75±9,94) y 0mM (102,13±10,58x106cel.mL-1) (figura 2a) 
Ca2+: 100,0mM (116,55±1,33) y 0mM (85,68±9,94x106cel.mL-1) (figura 2b) 
Si4+: 100,0mM (97,81±7,74) y 0mM (89,57±3,23x106cel.mL-1) (figura 2c) 














Figura 2.- Curvas de crecimiento para Isochrysis galbana var T-iso a diferentes concentraciones de: (a) 
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Figura 2.- Curvas de crecimiento para Isochrysis galbana var. T-iso a diferentes concentraciones de: 
(c) Si4+, (d) Se2-. Cultivo discontinuo. 
 
Fe3+: 20,0mM (90,89±6,18) y 0mM (57,87±1,22x106cel.mL-1) (figura 3a) 
S2-: 0,1mM (83,61±8,85) y 100mM (58,26±5,26x106cel.mL-1) (figura 3b) 
Zn2+: 1,0mM (65,73±3,65) y 100mM (41,05±4,13x106cel.mL-1) (figura 3c) 























Figura 3.- Densidad celular Isochrysis galbana var. T-iso a diferentes concentraciones (a) Fe3+, (b) S2-, 
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Existiendo diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de 
cultivo mencionadas (p<0,05) (figura 4a,b,c,d y figura 5a,b,c,d). Destacar que en el caso del 
Cu2+ y Se2- la concentración 100 mM fue letal. Los resultados medios de concentración 
celular para Isochrysis galbana var. T-iso con respecto a todos los elementos mostraron 
marcadas diferencias, tales resultados son superiores e incluso duplican a los reportados por 
Otero, 1994, con la misma concentración 4mg át. N/L para Isochrysis galbana Parke. Por 
otra parte Ferreira, 2006 en Isochrysis galbana var. T-iso en su estudio con fuente de CO2 y 
diferentes intensidades de luz, obtuvo solo al final del cultivo discontinuo densidades de 50 y 
60×106células.mL-1 respectivamente. Valenzuela-Espinoza et al.,1999, 2002 empleando 
diferentes medios de cultivo para la misma especie de haptofita obtuvo solo concentraciones 
de 5×106células.mL-1 con diferentes concentraciones en sus medios de cultivo de Cu2+, Al3+, 
Cr3+, Fe3+, Mn2+, Zn2+. Por lo que respecta a la concentración de los elementos Odum, 1971 
menciona que un factor limitante en el crecimiento microalgal es aquel recurso primordial 
que esta presente en cantidades que se aproximan estrechamente al mínimo crítico 
requerido por la célula y si el nivel del factor limitante aumenta, la población microalgal 
crecerá a una velocidad mucho mayor hasta que el nivel del recurso limite la tasa de 
crecimiento o produzca toxicidad (Bontje et al.,2009). La mayoría de autores concluyen que 
la concentración de metales o elementos que afectan el crecimiento microalgal en gran 
medida es variable y depende de las especies utilizadas, la densidad celular, la composición 
del medio o las condiciones físicas del cultivo (Reed and Gadd 1990; Genter, 1996, Moreno-
Garrido et al.,2000; Stauber and Davies, 2000; Franklin et, al.,2002, Debelius et al.,2009). 
Se obtuvieron tasas máximas de crecimiento para el Mg2+[0,1mM) de 2,51 div.día-1, 
Ca2+[100,0] de 2,29 div.día-1, Si4+[0,0] de 1,14 div.día-1, Se2-[10,0] de 1,39 div.día-1 (tablas 
3-6), en tanto que para el Fe3+[10,0] de 1,52 div.día-1, S2-[1,0] de 1,13 div.día-1, Zn2+[1,0] 















Figura 4.-Máxima densidad celular en cultivo discontinuo para Isochrysis galbana var. T-iso con 
diferente concentración de: (a) Mg2+, (b) Ca2+. Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación 
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Figura 4.-Máxima densidad celular en cultivo discontinuo para Isochrysis galbana var. T-iso con 
diferente concentración de:(c) Si4+, (d) Se2-. Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple 

























Figura 5.-Máxima densidad celular en cultivo discontinuo para Isochrysis galbana var. T-iso con 
diferente concentración de: (a) Fe3+, (b) , S2-, (c) Zn2+, (d) Cu2+. Media ± SD (n=3). Diferentes letras 
(comparación múltiple de Tukey), existe diferencia significativa (p<0,05). 
 
La generación de densidad celular en base a la concentración de los elementos 
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Ca2+(r2=0,75), Se2-(r2=0,95), Fe3+(r2=0,93), Cu2+(r2=0,99), Zn2+(r2=0,91), S2-(r2=0,94), las 
cuales se ajustaron a un tipo de tendencia polinomial, en tanto que el Mg2+(r2=0,77) y el 
Si4+(r2=0,92) se ajustaron a una tendencia lineal. La tendencia polinomial demuestra que 
existe una concentración que optimaza la generación de biomasa celular, favoreciendo 
distintos procesos de la célula tanto fisiológicos como fotosintéticos; y que en 
concentraciones mayores al óptimo, dichos procesos disminuyen pudiendo causar incluso 
toxicidad como ocurrió con el Cu2+ y el Se2- que llegaron a ser letales a una concentración 
100 mM. Por lo que respecta a los elementos que mostraron una tendencia lineal, la 
concentración óptima no se observo pudiendo asumir que las células pueden incorporar más 
del elemento sin ser letal pero fisiológicamente no cumplir su objetivo. Darley, 1987, 
menciona que es debido tal fenómeno a que en los diferentes medios de cultivo la presencia 
del ácido etilenodiaminotetraacético (EDTA) ayuda ya sea a incrementar la disponibilidad de 
los elementos presentes o disminuir los niveles tóxicos de los iones libres. 
Todos los metales pesados son tóxicos para las microalgas a altas concentraciones, aunque 
el grado de toxicidad difiere en los distintos metales pesados según pertenezcan al grupo de 
los esenciales (cobre, molibdeno, zinc, etc.) o al de los no esenciales (cadmio, plomo, 
mercurio etc). En ausencia de metales pesados esenciales, las microalgas disminuyen su 
eficiencia de crecimiento y se ven afectados uno o más procesos fisiológicos y/o bioquímicos, 
o es inhibida alguna parte de su ciclo vital o metabólico; al respecto Fabregas et al.,1985a y 
Herrero et al.,1991, sugieren que la producción de biomasa puede ser afectada por la 
concentración de los nutrientes en el medio de cultivo. 
 
La densidad celular de estabilización en cultivo semicontinuo (CS) respecto al cultivo 
discontinuo (CD) para cada elemento presento diferencias con la tasa de renovación del 
30%, de modo que elementos como el Mg2+, Ca2+, Si4+, Se2- decrecieron su concentración 
entre un 30 y 70% en CS, alcanzando el estado de equilibrio al día 31, existiendo diferencias 
altamente significativas (p=0,001) entre las concentraciones de cultivo (p<0,05)., los 
valores de correlación r2 se mantuvieron casi constantes con respecto al cultivo discontinuo 
en la mayoría de los elementos excepto el Ca2+, Si4+, Cu2+(tabla 11); presentando el 
siguiente comportamiento de mayor a menor densidad celular: 
Mg2+: 10,0mM (73,50±6,15) y 0mM (21,75±1,95x106cel.mL-1) (figura 6a) 
Ca2+: 10,0mM (52,85±4,28) y 0mM (25,37±2,82x106cel.mL-1) (figura 6b) 
Si4+: 1,0mM (85,25±6,56) y 0mM (27,20±2,50x106cel.mL-1) (figura 6c) 
Se2-: 1,0mM (85,50±7,28) y 0mM (21,04±0,94x106cel.mL-1) (Figura 6d) 
 
Mostrando una productividad celular que fluctuó entre 6,52 y 22,05x109cél.L-1.día-1 (Mg2+), 
7,61 y 15,85x109cél.L-1.día-1(Ca2+), 8,16 y 25,57x109cél.L-1.día-1(Si4+), 6,42 y 
25,65x109cél.L-1.día-1(Se2-) (tabla 3-6). Estas productividades fueron superiores a las 
reportadas por Otero, 1994 con Isochrysis galbana Parke (10,80x109cél.L-1.día-1) en similar 
concentración de nitrógeno y tasa de renovación de entre el 30-40%. En tanto que Laing and 
Jones, 1983, 1988 con Isochrysis galbana var. T-iso en sistemas de turbidostato de 40 y 80 
L obtuvieron productividades de 12,95 y 15-17x109cél.L-1.día-1 valores por debajo a los 
descritos en el presente estudio.  
Capitulo 2:Incorporación de Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- en diferentes concentraciones 
en el cultivo de Isochrysis galbana var T-iso 
 102
 
Las recetas de medios de cultivo actualmente disponibles, no siempre son adecuadas 
para muchas especies, y la elección exacta para una especie en particular depende de 
ensayo y error. Se debe recordar que en el cultivo en general existen o no métodos 
equivocados; los medios de cultivo se han desarrollado probando varias adiciones, 
generalmente basadas en consideraciones teóricas. El perfeccionamiento de la composición 
de los medios, para el mantenimiento en laboratorio de cultivos microalgales, han sido 
objeto de investigación por varias décadas, dando lugar a muchas recetas de diferentes 
medios que se informan en la literatura y que se utilizan en diferentes laboratorios (Harrison 
et al.,1980; Keller et al.,1987; Fábregas et al., 2000; Berges et al.,2001; Barsanti and 
Gualtieri, 2006). Las  formulaciones de medios de cultivo más empleados hoy en día en 
acuacultura son: Erdschreiber (Foyn 1934), f/2 (Guillard and Ryther, 1962), Walne 1970, 
algal (Fábregas et al.,1984) 
 
El magnesio es crucial en el funcionamiento del metabolismo celular, su ausencia 
modifica el metabolismo del nitrógeno alterándolo, además de limitar la acumulación 
temporal de carbohidratos y síntesis de proteínas. Probablemente, la mayor parte del Mg en 
la mayoría de las células está involucrado en la agregación de los ribosomas en unidades 
funcionales. El Mg funciona en las reacciones que implican la transferencia de "alta energía" 
de grupos fosfato y como componente de la clorofila (Healy, 1973).  
 
Requerimientos de calcio para la máxima división y crecimiento celular se ha 
demostrado para las algas verdes, las cianobacterias, y diatomeas (Gerloff and Fishbeck, 
1969; Kylin and Das, 1967). Si bien la función del Ca sigue siendo en gran parte 
desconocida, está implicado en la deposición calcárea y esqueletos de varías microalgas 
marinas ya que forma parte importante de la pared celular, además de estar relacionada con 
algunos procesos enzimáticos. En general, de los elementos requeridos en cantidades 
relativamente grandes al menos en algunas microalgas, el Ca parece ser el menos 
comprendido funcionalmente (Kaplan et al.,1990). 
 
La captación de Si depende de procesos energéticos. La absorción de silicio parece 
estar confinada a la parte del ciclo de división celular inmediatamente anterior a la 
separación de células, durante el cual la pared celular está presente lo que sugiere que el 
proceso de transporte está estrechamente relacionado con la deposición de la pared. El Si es 
un requisito específico para la síntesis de proteínas, ADN, RNA, clorofila, xantofilas, y lípidos, 
así como la fotosíntesis (O’Kelley, 1974, Kaplan et al.,1990; Legrand et al.,1991). 
 
El selenio desempeña un papel que no está claro en la alimentación microalgal y 
toxicidad. Estimula la división y crecimiento celular en algunas microalgas marinas, 
diatomeas, así como algunos dinoflagelados de agua dulce y cianobacterias (McKeown and 
Mariñas 1986; Kaplan et al.,1990; Frankerberger and Benson 1994; Li et al.,2003). 
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Figura 6.- Máxima densidad celular en cultivo semicontinuo para Isochrysis galbana var. T-iso con 
diferente concentración de: (a) Mg2+, (b) Ca2+, (c) Si4+, (d) Se2-. Media ± SD (n=3). Diferentes letras 
(comparación múltiple de Tukey), existe diferencia significativa (p<0,05). 
 
En el caso del Fe3+, S2-, Zn2+, Cu2+, la densidad celular de estabilización entre el día 
30-32 de cultivo en semicontinuo y con respecto al cultivo discontinuo disminuyo, en el caso 
del Fe3+ el 90% en las concentraciones 0, 0,1 mM, S2- 50% en 0mM, Zn2+ 95% en 100mM, 
obteniendo los siguientes valores de mayor a menor densidad celular donde existieron 
diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las concentraciones de cultivo (p<0,05): 
 
Fe3+: 20,0mM (99,11±3,50) y 0mM (7,76±0,19x106cel.mL-1) (figura 7a). 
S2-: 1,0mM (100,33±5,86) y 0mM (48,31±4,11x106cel.mL-1) (figura 7b). 
Zn2+: 1,0mM (88,21±5,57) y 100mM (3,36±0,40x106cel.mL-1) (figura 7c). 
Cu2+: 1,0mM (95,21±5,24) y 0,mM (79,87±5,96x106cel.mL-1) (figura 7d). 
 
Los cultivos en régimen semicontinuo mostraron una productividad celular que 
fluctuó entre 2,33 y 29,73x109cél.L-1.día-1 (Fe3+), 14,49 y 30,11x109cél.L-1.día-1(S2-), 23,96 y 
28,56x109cél.L-1.día-1(Cu2+), 1,80 y 26,46x109cél.L-1.día-1(Zn2+) (tabla 7-10). Otero, 1994 
con Isochrysis galbana Parke y tasa de renovación igual del 30%, y concentración 4 mg 
át.N/L obtuvo productividades inferiores a los óptimos descritos en este estudio. Laing, 1985 
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otra parte Herrero et al., 1991 obtuvo con una concentración 2 mg át.N/L una productividad 
de 1,5x109cél.L-1.día-1. Ferreira, 2006 en su estudio sobre la intensidad luminosa en 
Isochrysis galbana var. T-iso obtuvo solo una máxima productividad a una tasa de 
renovación del 30% de 18,17x109cél.L-1.día-1. Axler et al.,1980, en experimentos de 
enriquecimiento demostraron que la productividad se intensifica al añadir al medio de cultivo 
Fe3+, Mn2+, Mo6+, Co3+ y Zn2+ aunque no menciona que concentraciones. La nutrición con 
elementos es un tema complicado debido a que la concentración absoluta suele ser menos 
importante que la disponibilidad del elemento, lo cual puede ser afectado por cierto número 
de variables del cultivo. Es claro además, que el medio mineral facilita la producción de 
metabolitos secundarios, especialmente productos extracelulares (Sastre et al.,2007). 
 
El azufre es necesario en la división celular especialmente en las diatomeas; tanto en 
la división nuclear como citoplásmica, en la mayoría de las microalgas se incorpora en las 
proteínas, en lípidos, en forma de sulfolipidos y polisacáridos esterificados. Metabólicamente, 
formas activas de azufre como S-adenosyl metionina y adenosin-3´-fosfato-5´-fosfosulfato 
pueden encontrarse en las algas (O,Kelley, 1974). 
 
El hierro es necesario en la oxido reducción biológica en microalgas. Tal elemento 
más el manganeso son importantes en la productividad y tasas fotosintética y respiratoria. 
Dropp 1961 ha señalado la importancia del potencial redox del medio marino en relación con 
el hierro, el cual tiene efecto importante sobre la absorción de hierro por diatomeas y 
microalgas marinas. El nivel de hierro en el medio de cultivo afecta la producción de clorofila, 
así como el crecimiento. Es parte esencial de algunas enzimas. 
 
La mayoría de las microalgas requieren del zinc, deficiencia de este elemento 
produce bajas cantidades de RNA, pero cuando no existe deficiencia de el, existe un alto 
contenido de aminoácidos y DNA en las células, en ausencia de zinc desaparecen los 
ribosomas citoplasmáticos, por lo que juega un papel importante en la preservación de la 
estructura de los componentes ribosomales (Schuster and Broda, 1970). 
 
Todas las microalgas requieren al cobre como micronutriente. Una de las bases 
metabólicas de este requisito es su papel en la fotosíntesis para la formación de 
plastocianina. Existe además como parte de las proteínas en el aparato fotosintético. Elevada 
concentración de cobre en suma con la intensidad de luz y otros iones en exceso como el 
hierro, inhiben la fotosíntesis, división y concentración celular. El pH es un factor de toxicidad 
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Figura 7.- Máxima densidad celular en cultivo semicontinuo para Isochrysis galbana var T-iso con 
diferente concentración de: (a) Fe3+, (b) S2-, (c) Zn2+, (d) Cu2+. Media ± SD (n=3). Diferentes letras 
(comparación múltiple de Tukey), existe diferencia significativa (p<0,05). 
 
Es en base a lo anteriormente expuesto que los macro y micro minerales a menudo 
actúan como activadores e inhibidores enzimáticos, no es de extrañar en base a nuestros 
resultados que su efecto es más marcado en la tasa de crecimiento en lugar de rendimiento 
total dada la concentración de estos. La distinción entre la concentración que afecta el 
rendimiento y la tasa de crecimiento es importante. Diversos autores han demostrado una 
relación inversa entre la inhibición del crecimiento por una sustancia tóxica y el suministro de 
nutrientes (Braek et al.,1980). Este efecto puede ser en parte indirecto, debido a los 
nutrientes inducida por los cambios fisiológicos en la célula. En el crecimiento exponencial de 
las células en general, ocupan los metales a un ritmo mayor que las células en fase 
estacionaria de crecimiento. Cuando los efectos directos se han observado a menudo es 
difícil determinar si las interacciones son verdaderamente fisiológicas o alteraciones químicas 
del metal (o nutrientes) en disponibilidad en el medio. 
Se cuantifico la cantidad de nitrógeno residual, al final de la etapa de estabilización 
de los cultivos en semicontinuo, donde para el caso del Mg2+ fluctuó entre 0 y 1,97mM; Ca2+ 
0,28 y 2,15mM; Si4+ 0 y 1,19mM; Se2- 0 y 1,89mM (tabla 3-6); en tanto que para el Fe3+ 
oscilo entre 0 y 3,27mM; S2- 0,03 y 0,07mM; Zn2+ 0,01 y 3,13mM y Cu2+ 0,04 y 0,14mM 
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elementos, correspondió con la densidad celular generada (tablas 3-10), es decir a mayor 
densidad celular menor cantidad de nitrógeno residual o mejor dicho conversión de nitrato 
en nitrógeno intracelular (Otero, 1994, Otero et al.,1998) esto indica que existió limitación 
por nitrógeno en la concentración óptima de los elementos en el crecimiento microalgal; y 
que concentraciones del elemento por encima del óptimo ejercen un subaprovechamiento o 
punto de saturación del nitrógeno; debido al descenso de densidad celular a causa de la 
concentración del elemento ensayado, hasta comportarse de manera letal como fue el caso 
del Se2-[100,0mM], Cu2+[100,0mM] y subletal Zn2+[100,0mM], lo que nos indicaría en este 
punto una función complementaría toxica entre la concentración de nitrógeno residual y la 
concentración del elemento no óptima. 
Situación que coincide con la mayor cuota celular de nitrógeno QN y carbono QC 
(pg.cel-1), para la [mM] óptima de todos los elementos ensayados, existiendo diferencias 
altamente significativas (p=0,001) entre las concentraciones de cultivo (p<0,05): 
Mg2+[10,0](0,87-9,47), Ca2+[10,0](0,70-7,41), Si4+[1,0](1,06-11,06), Se2-[1,0](0,62-6,23), 
(tablas 3-6); Fe3+[20,0](0,83-7,44), S2-[0,1](0,79-6,98), Zn2+[1,0](0,79-7,51), 
Cu2+[1,0](0,82-7,32), (tablas 7-10). Los valores máximos de QN y QC reportados en este 
estudio son inferiores a los reportados por Otero, 1994 con Isochrysis galbana Parke a una 
tasa de renovación del 30% en cultivos en ciclostato (1,71 y 12,01 pg.cel-1 respectivamente). 
Mientras que Ferreira, 2006 en Isochrysis galbana var. T-iso con tasa de renovación del 30% 
y 4 mg át.N/L obtuvo un QN y QC de 0,71 y 6,42 pg.cel
-1 comparativamente, valores por 
debajo de los aquí reportados excepto para el Ca2+ y el Se2-(tablas 4 y 6). 
Se observó que la relación C:N dependiendo del elemento no siguió el mismo patrón 
de evolución (figuras 8 a-h) ya que el Mg2+, Ca2+, Si4+, S2- (tablas 3,4,5,8), incrementaron 
los valores de tal relación hasta la concentración óptima del elemento para después 
descender, en lo que respecta al Fe3+ los valores de C:N mostraron valores muy similares 
(tablas 7), en tanto que en el Se2 y Cu2+ tal relación desciende con la concentración del 
elemento (tablas 6 y 10), esto debido tal vez a su carácter toxico a concentraciones 
elevadas; para ambas cuotas celulares existieron diferencias altamente significativas 
(p=0,001) entre las concentraciones de cultivo (p<0,05). Los valores máximos de C:N 
coinciden con los óptimos de concentración elemental reflejo de la densidad celular 
generada; donde el nitrógeno residual con tendencia a cero indicaría una limitación por este 
(Laws and Bannister, 1980). Es evidente que el incremento en la evolución de QN indica que 
fue el nitrógeno (Eppley and Renger, 1974; Laws and Wong, 1978; Chalup and Laws, 1990) 
y no la concentración del elemento en caso de no ser toxica, el que funciona como un 
limitante del crecimiento celular. 
 
La relación C:N posterior al optimo se estabiliza respecto al elemento entre 9,27 y 7 
(figuras 8a-h). Los anteriores valores son mayores a los reportados por Otero, 1994 con 
Isochrysis galbana Parke y diferentes tasas renovación en cultivos en ciclostato donde 
encuentra una estabilización entre 7,28 y 7,04. Sin embargo Ferreira, 2006 con Isochrysis 
galbana var. T-iso con diferentes intensidades de luz y tasas de renovación, halla una 
estabilización entre 8,3 y 7. Los valores de estabilización descritos en el presente estudio son 
mayores a los reportados por Osborne and Geider, 1986, con respecto a la relación Redfield 
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(C:N 6,6) cuando no existe limitación por nutrientes (Goldman et al.,1979; Goldman and 
Peavey, 1979, Goldman 1986) indicando la proximidad de la máxima tasa de crecimiento 
(McCarthy, 1980). Otero, 1994 demuestra en cultivos en ciclostato que la relación C:N en 
Isochrysis galbana Parke varía fuertemente con la tasa de crecimiento, y tiende a 
estabilizarse alrededor de 7,1. Los máximos valores de C:N producto de la concentración 
óptima de los elementos ensayados en el presente estudio, fueron incluso mayores que los 
descritos por Parsons et al.,1961, en cultivos discontinuos con valores de C:N de 7,5; y muy 
cercanos a los descritos por Sukenik and Wahnon, 1991 los cuales reportan con Isochrysis 
galbana var. T-iso una relación C:N de 9,4 en cultivos en turbidostato sin limitación de 
nutrientes. Los valores de estabilización de C:N dependerán de las condiciones de saturación 
por nitrógeno y la concentración del elemento (como es el caso de este estudio) en cultivos 



























Figura 8.- Evolución de la cuota celular de nitrógeno QN y de la relación C:N respecto la concentración 
de elementos I. galbana var. T-iso: (a) Mg2+, (b) Ca2+, (c) Si4+, (d) Se2. Media ± SD (n=3). Diferentes 
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Figura 8.- Evolución de la cuota celular de nitrógeno QN y de la relación C:N respecto la concentración 
de elementos I. galbana var. T-iso: (e) Fe3+, (f) S2-, (g) Zn2+, (h) Cu2+. Media ± SD (n=3). Diferentes 
letras (comparación múltiple de Tukey), existe diferencia significativa (p<0,05). 
 
La composición bioquímica celular (proteínas, carbohidratos y lípidos) de Isochrysis 
galbana var. T-iso, vario ampliamente con respecto al elemento y concentración [mM], 
existiendo en la evolución de los tres combustibles bioquímicos, diferencias altamente 
significativas (p=0,001) entre las condiciones de cultivo (p<0,05) (Tabla 3-10).  
 
Elementos como el Mg2+, Ca2+, Si4+, S2- (con coeficientes de correlación r2 de 0,96, 
0,82, 0,40, 0,53 respectivamente), mostraron un mayor contenido proteico celular derivado 
de QN (tablas 3-10), con respecto a los carbohidratos (r
2= 0,46, 0,56, 0,71, 0,92 
respectivamente) y estos con respecto a los lípidos (r2= 0,98, 0,74,0,61, 0,91 
respectivamente), tabla 11, con diferentes comportamientos hiperbólicos positivos y 
negativos (figuras 9a-h). En tanto que el Se2- y el Cu2+ revelaron un mayor contenido de 
carbohidratos (r2= 0,68, 0,99 correspondientemente), seguido de los lípidos (r2= 0,51, 0,99 
comparativamente) y de estos el contenido proteico (r2= 0,98, 0,99). Finalmente el Fe3+ y el 
Zn2+ presentaron un mayor contenido de lípidos (r2= 0,46, 0,85), continuado por los 
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Figura 9.- Contenido celular (pg.cel-1) de proteínas, carbohidratos y lípidos, respecto la concentración 
de elementos en Isochrysis galbana var. T-iso: (a) Mg2+, (b) Ca2+, (c) Si4+, (d) Se2-. Media ± SD 
(n=3). 
 
El contenido proteico celular máximo, dado de la concentración óptima de los 
elementos experimentados en la generación de densidad celular solo coincidió con el Se2-, 
Si4+, Zn2+ y Cu2+, aunque en la mayoría de los casos mostraron valores entre 3,66 y 5,93 
pg.cel-1, valores que están dentro del rango reportado por Ferreira, 2006; Ferreira et 
al.,2008 en estudios realizados con presencia, ausencia de CO2 y diferentes tasas de 
iluminación en Isochrysis galbana var. T-iso. Brown, 1991 utilizando la misma especie en 
cultivo discontinuo reportó un valor proteico de 6,8 pg.cel-1. En tanto que Valenzuela-
Espinoza et al.,2002 en cultivos discontinuos logró un contenido proteico con diferentes 
medios de cultivo entre 7,33 y 7,64 pg.cel-1, valores que superan a los descritos en este 
estudio. Tales valores son debidos a la fase del cultivo en la cual fue realizada la 
determinación del contenido proteico, al respecto Whyte, 1987, menciona que el contenido 
de proteína decrecerá en la medida en que se aproxime el agotamiento de los nutrientes, tal 
concepto coincide con lo reportado en este estudio respecto a los valores de nitrógeno 
residual obtenidos motivo de la tasa de renovación al 30%. Utting, 1985 menciona que 
cuando se aproxima un cultivo al agotamiento o deficiencia en nitrógeno se incrementa el 
contenido de carbohidratos, disminuyendo el de proteína, mientras que los lípidos se 
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and Borowitzka, 1992; Fernández Sevilla, 1995, mencionan que tiempos de residencia cortos 
de nutrientes y en suma su importancia fisiológica es que promoverán la formación de 
proteínas, combustible rápidamente empleado en el crecimiento y división celular por lo que 
es de esperarse los valores de este estudio en cultivo semicontinuo, en adición a la 
concentración del elemento que dependiendo de su concentración poseerá una amplia 
implicación en la síntesis de proteínas como mencionan varios autores (O’Kelley, 1974; 























Figura 9.- Contenido celular (pg.cel-1) de proteínas, carbohidratos y lípidos, respecto la concentración 
de elementos en Isochrysis galbana var. T-iso: (e) Fe3+, (f) S2-, (g) Zn2+, (h) Cu2+. Media ± SD (n=3). 
 
El segundo combustible bioquímico, mayormente almacenado en la célula con Mg2+, 
Ca2+, Si4+, S2-, fueron los carbohidratos, los cuales se acumularon preferentemente conforme 
existió un óptimo de concentración del elemento (figura 9 a,b,c,f) y que coincidió con un 
agotamiento o disminución del nitrógeno residual (tabla 3-10) en el medio de cultivo. Se 
obtuvo un contenido de carbohidratos máximo respecto a cada elemento que fluctuó entre 
2,17 y 4,19 pg.cel-1 (tabla 3-10), valores cercanos a los reportados por Valenzuela-Espinoza 
et al.,2002 con diferentes medios de cultivo con 3,8 y 4,0 pg.cel-1, en tanto que Fernández 
Reiríz et al.,1989 halla valores muy bajos con 1,80 pg.cel-1. En continuación el contenido de 
los lípidos demostró respecto al elemento valores en el rango de 1,69 y 4,28 pg.cel-1 (figura 
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al.,1989 con 5,90 pg.cel-1 y muy cercanos a los 4,81 pg.cel-1 hallado por Valenzuela-
Espinoza et al.,2002.  
 
La dinámica que sigue la evolución del perfil bioquímico por Isochrysis galbana var. 
T-iso con respecto a la concentración óptima de los elementos aquí estudiados es similar a lo 
reportado por Brown et al.,1993a hallando que en la fase estacionaria de cultivos en 
semicontinuo el contenido celular de carbohidratos y lípidos es significativamente mayor que 
el de proteínas; por lo que desde el punto de vista energético son utilizados como fuentes de 
almacenamiento, bajo limitación de nitrógeno (Brown et al., 1996); tal tendencia a sido 
reportada para carbohidratos en diatomeas (Myklestad, 1974). Estos resultados sugieren que 
cambios en la composición bioquímica celular fueron influenciados por la concentración de los 
elementos en el medio de cultivo “Algal”. Los carbohidratos se han demostrado que son la 
reserva energética intermedia en algunas microalgas, debido a que son necesarios cuando la 
fuente de nitrógeno se ve limitada en la síntesis de lípidos. En el presente estudio cuando el 
contenido de proteína decreció, lípidos y carbohidratos se incrementaron hasta un óptimo en 
virtud de la concentración de los elementos existiendo una clara relación entre la 
concentración elemental y el estado fisiológico de las células en el cultivo. Estos cambios en 
los componentes han sido discutidos por otros autores, los cuales mencionan que el 
contenido de proteínas siempre es mayor en la fase exponencial (Renaud, et al.,1999). Por el 
contrario, los carbohidratos y lípidos tienden a acumularse en la fase estacionaria de los 
diferentes tipos de cultivo (Helm and Laing, 1987; Brown et al.,1993a; Zhu et al.,1997).  
 
Ferreira, 2006 menciona que las microalgas del género Isochrysis acumulan los dos 
tipos de productos de reserva, pero la predominancia de carbohidratos o lípidos parece 
depender de las condiciones de cultivo mas que de la especie, lo que nos da una idea de la 
versatilidad de la actividad metabólica celular vía la concentración de ciertos elementos, los 
cuales poseen acusada implicación en la síntesis de proteínas, lípidos y carbohidratos, 
además de otros metabolitos intermedios (O’Kelley, 1974; McCarthy, 1980; Kaplan et 
al.,1990). Fernández Reiríz et al.,1989, menciona que en cultivos no continuos tanto lípidos 
como carbohidratos se incrementan con la edad del cultivo, siendo más acusado el aumento 
de los carbohidratos y posibles responsables de la variación del peso orgánico en cultivos en 
fase estacionaría. 
 
Cuando el contenido de proteína se considera como porcentaje de la fracción 
orgánica, el valor de proteína según la concentración del elemento fluctúo entre el 35 y 55% 
como es el caso del Mg2+, Ca2+ y Si4+; en tanto que para el S2- osciló entre el 29 y 42% y en 
el caso del Se2-, Fe3+, Zn2+ y Cu2+ fluctuó entre el 21 y 37%, figuras 10 a-h, en todos los 
casos con diferentes comportamientos hiperbólicos. Por lo que respecta al porcentaje de 
lípidos, elementos como el Mg2+, Se2-, Fe3+, S2-, Zn2+ y Cu2+ presentaron un rango de 
comportamiento del 21 al 38%; mientras que el Ca2+ y el Si4+ mostró un intervalo del 14 al 
36% de lípidos así mismo con diferentes conductas hiperbólicas. En el caso de los 
carbohidratos el Mg2+ y Ca2+ revelaron un comportamiento entre el 22 y 32%, por su parte 
el Fe3+ entre el 31 y 51%, en tanto que el Si4+, Se2-, S2-, Zn2+ y Cu2+ mostraron un rango de 
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variación entre el 24 y 48%, (figuras 10 a-h, tablas 3-10). Es en base a la fracción orgánica 
que es más claro el comportamiento de los lípidos y carbohidratos corroborando lo 
mencionado por Fernández Reiríz et al.,1989, donde es acusado el aumento de los 

























Figura 10.- Porcentajes de proteínas, lípidos y carbohidratos, respecto la concentración de elementos 
en Isochrysis galbana var. T-iso en cultivo semicontinuo: (a) Mg2+, (b) Ca2+, (c) Si4+, (d) Se2-. 
 
El valor calórico celular para Mg2+, Ca2+, Si4+, Se2-, Fe3+, S2-, Zn2+, y Cu2+ incremento 
con la concentración mM de estos, mostrándonos una tendencia hiperbólica positiva en el 
rango de 1,80 y 3,44x10-7 J.cél-1 (tabla 3-10), con una tasa de renovación del 30%; valores 
muy similares a los reportados por Ferreira, 2006 con 3,17x10-7 J.cél-1 en su estudio con 
diferentes intensidades de luz. Solo en algunos casos como en el Si4+, Zn2+ y Cu2+ el máximo 
del valor calórico coincidió con el máximo de densidad celular en cultivo semicontinuo, 
motivo de la óptima concentración del elemento. En tanto que en el Mg2+, Ca2+, Se2- Fe3+ y 
S2- no se observo este comportamiento y esto debido a la evolución de la composición 
bioquímica celular (tabla 3-10), que sin duda responde a las necesidades fisiológico celulares 
ya descritas por algunos autores (O’Kelley, 1974; McCarthy, 1980; Kaplan et al.,1990). 
Whyte 1987, menciona que una gran variedad de especies microalgales poseerán un mayor 
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Figura 10.- Porcentajes de proteínas, lípidos y carbohidratos, respecto la concentración de elementos 
en Isochrysis galbana var. T-iso en cultivo semicontinuo: (e) Fe3+, (f) S2-, (g) Zn2+, (h) Cu2+. 
 
El peso seco celular de cada elemento en base a su concentración evolucionó en el rango de 
17 y 7 pg.cel-1, que correspondió con la evolución de el peso orgánico 
(proteínas+carbohidratos+lípidos pg.cel-1) en el rango de 14,17 y 5,86 pg.cel-1; y por ende 
con el contenido de materia orgánica por célula (tablas 3-10), mostrando diferencias 
altamente significativas (p=0,001) entre las concentraciones experimentadas (p<0,05) y 
coeficientes de correlación r2 hiperbólicos positivos entre 0,94 y 0,99 (tabla 11). Los valores 
máximos de los parámetros celulares antes mencionados no coincidieron con los puntos 
máximos de generación de densidad celular (tablas 3-10). En lo referente al contenido 
celular de cenizas como se puede observar en la figura 11 a-h, el valor de estas en todos los 
elementos, se incrementó de manera hiperbólica hasta un óptimo conforme aumento la 
concentración del metal (p<0,05) (tabla 3-10) en el rango de 1,04 y 3,44 pg.cel-1, 
mostrando coeficientes de correlación r2 polinomial positivos entre 0,92 y 0,99 (tabla 11). Es 
en base a los resultados de cenizas que el peso orgánico se redujo en la medida que existió 
un óptimo de concentración del elemento como se puede observar en las tablas 3-10. La 
variable ceniza se encuentra en forma contraria a estas otras variables lo que implica que el 
tiempo de residencia de los elementos vía el cultivo semicontinuo en este estudio al 30% de 
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Figura 11.- Contenido celular: peso seco, materia orgánica y cenizas (pg.cel-1) respecto la 
concentración de elementos en Isochrysis galbana var. T-iso en cultivo semicontinuo: (a) Mg2+, (b) 
Ca2+, (c) Si4+, (d) Se2-. Media ± SD (n=3). 
 
Estudios realizados sobre la influencia en la concentración de nutrientes y la tasa de 
crecimiento sobre el contenido de cenizas contribuyen a poca información clarificadora sobre 
si un incremento del contenido celular en cenizas podría ser responsable de un descenso en 
QN en condiciones no limitantes (Otero, 1994), siendo que en nuestro estudio fue 
completamente al contrario ya que QN se incremento en respuesta al incremento de las 
cenizas tablas (3-10). Sin embargo algunos autores (Fernández Reiríz et al.,1989) en 
cultivos masivos han descrito un mayor contenido de cenizas en la fase exponencial de 
crecimiento que en fase estacionaría, otros más (Thomas et al.,1984; Whyte 1987) no 
encuentran una tendencia definitiva de la presencia de cenizas con la concentración de 
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En el presente estudio todos los elementos se acumularon de forma hiperbólica 
positiva respecto a la concentración de estos en cultivo semicontinuo y tasa de renovación 
del 30% (tabla 3-10). Otero, 1994 menciona que aun cuando exista una reducción del 
contenido orgánico celular que en nuestro caso se observo después del optimo elemental 


























Figura 11.- Contenido celular: peso seco, materia orgánica y cenizas (pg.cel-1) respecto la 
concentración de elementos en I. galbana var. T-iso en cultivo semicontinuo: (e) Fe3+, (f) S2-, (g) Zn2+, 
(h) Cu2+. Media ± SD (n=3). 
 
La incorporación de elementos en las microalgas se produce en dos fases, la primera 
que es muy rápida es la adsorción fisicoquímica en la superficie de las células, y la segunda 
fase que es muy lenta, es la acumulación intracelular (dependiente del metabolismo). 
Moreno-Garrido et al.,1998, 1999; Schmitt et al.,2001; Bhatnagar et al.,2002 informan que 
las microalgas acumulan grandes cantidades de elementos como el cobre, silicio y calcio el 
cual no segregan al medio de cultivo hasta después de algún tiempo. 
La incorporación en cultivo semicontinuo de Mg2+, Se2-, Fe3+, S2-, Zn2+ y Cu2+ en 
Isochrysis galbana var. T-iso, fue muy eficiente con tendencia lineal (figura 12 a-b), 
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0,94, 0,88, 0,86, 0,95, 0,96 respectivamente; en tanto que para el Ca2+ y Si4+ la absorción 
fue hiperbólica hasta la concentración 10 mM, para disminuir con la concentración 100 mM 
(figura 12 a-b) mostrando coeficientes de correlación polinomial r2 positivos de 0,93, 0,79, 
comparativamente, existiendo diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las 
condiciones experimentadas (p<0,05) (tabla 3-10). Dicha incorporación elemental concuerda 
con la evolución del contenido celular de cenizas descrito en las tablas 3-10, al respecto 
Fábregas et al., 1996a; Fábregas et al., 1996b mencionan que Phaeodactylum tricornutum 
incrementa su volumen celular con la tasa de renovación lo que sugiere un mayor contenido 
de minerales por otra parte Rebolloso Fuentes et al.,2000 mencionan que si los minerales 
son biodisponibles, no tóxicos o antinutricionales serán empleados fisiológicamente y 
nutricionalmente por las células en adecuado balance de su concentración (Carvalho et 
al.,2006). Un incremento en la concentración del elemento provoca un descenso del peso 
orgánico acompañado de variaciones en el peso seco celular, el cual experimenta un óptimo 
para después decrecer hiperbólicamente. En condición de abundancia de nutrientes, las 
microalgas captan mayores cantidades de elementos del medio, es así que la presión 
osmótica celular aumenta, dando lugar a una mayor absorción de aniones y cationes. Darley, 
1987, menciona que es debido tal fenómeno a que en los diferentes medios de cultivo la 
presencia del ácido etilenodiaminotetraacético (EDTA) ayuda ya sea a incrementar la 
disponibilidad de los elementos presentes o disminuir los niveles tóxicos de los iones libres. 
 
La disminución del contenido orgánico celular en Isochrysis galbana var. T-iso fue 
compensado con un incremento del contenido del elemento y cenizas (tablas 3-10) conforme 
se incremento la concentración de este. Son diversos los mecanismos activos y pasivos para 
la incorporación de metales por las microalgas (Otero, 1994). La pared celular de las 
microalgas tienen una gran capacidad para secuestrar o incorporar elementos (Wang et 
al.,1998). Este hecho es de una importancia especial, ya que las microalgas marinas 
constituyen el primer eslabón de la cadena trófica marina y por lo tanto, pueden transferir 
metales esenciales a niveles tróficos superiores (Folgar et al.,2009); los cuales son de gran 
importancia ya que son responsables de una gran cantidad de procesos enzimáticos, 
antioxidantes y fisiológicos, que coadyuvan a mecanismos formadores de membrana, así 
como intervenir en procesos de metamorfosis en estadios larvales tempranos. Ferreira, 2006 
en su estudio de incorporación de oligoelementos en cultivo semicontinuo en Isochrysis 
galbana var. T-iso menciona que a tasas de renovación entre el 30% y 50% inicia la 
saturación por nutrientes, con lo cual la tasa de incorporación celular de elementos se hace 
mas eficiente, situación que así sucedió con todos los elementos en nuestros cultivos a una 
tasa de renovación del 30%. 
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Figura 12.-Incorporación celular de elementos en Isochrysis galbana var. T-iso. en cultivo semicontinuo 
y una tasa de renovación del 30%.día-1 : (a) Fe3+, Cu2+, Zn2+, Se2-, Si4+, (b) Ca2+, Mg2+, S2-. 
 
En el presente estudio los ácidos grasos (AG) más abundantes en Isochrysis galbana 
var. T-iso los representaron el 14:0, 16:0, 18:1(n-9) (Reitan et al.,1994) los cuales 
evolucionaron por si solos y con respecto a la concentración de los elementos en el rango del 
10 al 30% (Lin et al.,2007); estimándose en conjunto entre el 60 y 80% del total de los AG 
(tablas 13-19) resultados por encima de los reportados por Renaud et al.,1999 con 65 y 
75%; y similares con los descritos por Ben-Amotz et al.,1985; Mourente et al 1990. Nuestros 
datos coinciden con diversos autores como Reitan et al.,1994; McCausland et al.,1999; 
Fernandez-Reiriz et al.,1999; Nevejan et al.,2003; Devos et al.,2006; Lin et al.,2007; 
Delaporte et al.,2007 describiendo que tal Haptofita posee al ácido mirístico (14:0) y 
palmítico (16:0) como los principales ácidos grasos saturados, además del ácido palmitoleico 
(16:1(n-7) que en este estudio fluctuó entre el 4 y 12% y elaídico (18:1(n-9) como los 
principales ácidos grasos monoinsaturados, siguiendo en importancia respecto a su 
concentración el ácido linoleico (18:2(n-6), alfalinolénico (18:3(n-3), eicosapentaenoico 
(20:5(n-3), docosapentaenoico (22:5(n-6) y docosahexaenoico (22:6(n-3) el cual fluctuó 
independientemente del elemento aquí experimentado entre el 4 y 12,60 % de los ácidos 
grasos totales valores por arriba de los hallados por Renaud et al.,1999 con 9,9% y muy 
cercanos a los reportados por Devos et al.,2006 y Lin et al.,2007 con 13,5 y 13,7%. Tales 
elementos en el medio de cultivo nos demuestran cuan versátil suele resultar Isochrysis 
galbana var. T-iso en el metabolismo de los lípidos y con ello inducir la cantidad de sus 
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Cada elemento con base en las diferentes concentraciones ensayadas, mostraron 
diversos grados de evolución respecto a incrementar o decrecer porcentualmente tales AG. 
Siendo un hecho que en base a la concentración del ácido palmítico (16:0) y palmitoleico 
(16:1(n-7) fue posible la elongación y desaturación vía enzimática (Huang et al.,2010) a 
otros ácidos grasos de cadena más larga, importantes y de concentración apreciable en esta 
haptofita, como lo fueron el 18:0, 18:1(n-9), 18:1(n-7), 18:2(n-6), 18:3(n-3), 18:4(n-3) 
que originaron series de otros AG insaturados de cadena aun más larga como son el ácido 
araquidónico (20:4(n-6), (20:4(n-3), eicosapentaenoico (20:5(n-3), 22:1, 22:5(n-6) y 
docosahexaenoico (22:6(n-3) (tabla 12-19). Destacando el ácido graso docosahexaenoico el 
cual con los diferentes elementos y concentraciones probadas se incremento en el rango de 
los 4 a 12,26% de los ácidos grasos totales, al respecto Lin et al.,2007 menciona que el 
incremento del ácido docosahexaenoico (22:6(n-3) es debido al aumento del ácido palmítico 
(16:0), esteárico (18:4n-3) y docosapentaenoico (22:5(n-3); tal y como sucedió en el 
presente estudio en la medida que se llego a un óptimo en base a la concentración del 
elemento, en el medio de cultivo; con coeficientes de correlación r2 entre 0,55 y 0,95 (tabla 
11), y que es reflejo de la evolución de los lípidos celulares. Ese óptimo de concentración 
solo correspondió con el máximo contenido de ácidos grasos totales (AGT) por célula en el 
Se2-, S2-, Zn2+ y Cu2+ con una tasa de renovación del 30% (tabla 12-19); existiendo en la 
concentración del DHA y el contenido de AGT diferencias altamente significativas (p=0,001) 
entre las condiciones de experimentación (p<0,05). 
 
En Isochrysis galbana var. T-iso el DHA y 14:0, pueden encontrarse en cantidades 
tan altas como 25 y 50%, respectivamente. El 16:0 y 18:1 n-9 están presentes en niveles en 
torno al 10%, mientras que los otros ácidos grasos representan proporciones muy bajas de 
los ácidos grasos totales (menos del 5%) (Lin et al.,2007). 
 
El máximo contenido de AGT pg.cel-1 que correspondió, del contenido lipídico celular 
en Isochrysis galbana var. T-iso por elemento fue el siguiente: Mg2+(34,46%), 
Ca2+(37,57%), Si4+(56,80%), Se2-(25,05%), Fe3+(21,17%), S2-(35,14%), Zn2+(54,67%) y 
Cu2+(28,21%). Valores superiores a los descritos por Ferreira, 2006 en sus estudios sobre 
fuente de CO2 e intensidad lumínica describiendo valores entre 19 y 31%. Volkman et al., 
1989 y Devos et al.,2006 mencionan que tales porcentajes de AG respecto de los AGT son 
debidos a que Isochrysis galbana var. T-iso presenta una gran variedad de clases de lípidos 
(lípidos neutros, glucolípidos y fosfolípidos) por lo que una gran parte de estos son lípidos no 
formados por ácidos grasos (no acílicos), tales como esteroles, hidrocarburos, alquenonas o 
pigmentos. Lípidos no formados por ácidos grasos que más contribuyen al contenido lipídico 
en esta haptofita son las alquenonas, metil y etilalquenonas, alquenoatos, y alquenos de 
cadena larga entre 36 y 39 carbonos, frecuentemente con dobles enlaces (Volkman et al., 
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Los perfiles de ácidos grasos de los lípidos tanto neutros y fracciones glucolípidicas 
no son muy diferentes de la fracción lipídica total. Sin embargo, la fracción de fosfolípidos la 
mas importante muestra una muy diferente composición de ácidos grasos (Tocher et 
al.,2008). Devos et al.,2006 indican que una vez cuantificado la concentración de DHA en las 
diferentes clases de lípidos se pudo observar que los fosfolípidos representan 75% del DHA 
total por célula. En microalgas, los lípidos polares (fosfolípidos y glicolípidos) generalmente 
contienen grandes cantidades de PUFA n-3 de lípidos neutros. Por otra parte Reitan et 
al.,1994 mencionan con limitación de fosforo un rango de variación entre 32 y 53% valores 
muy cercanos a los obtenidos en el presente estudio. La fracción relativamente baja de 
ácidos grasos, probablemente puede explicarse por altas fracciones de ácidos grasos 
inusuales, junto con un alto contenido de lípidos no formadores de ácidos grasos (Kayama et 
al.,1989) y que se demuestra con nuestros resultados. 
 
Se observaron importantes diferencias en la evolución porcentual y pg.cel-1 de los 
ácidos grasos saturados (AGS) mas los monoinsaturados (AGM) con respecto a los 
poliinsaturados (AGP), existiendo en los dos casos diferencias altamente significativas 
(p=0,001) entre las condiciones de experimentación (p<0,05), con r2 que se expresan en la 
tabla 11; donde el decremento de los AGS más AGM correspondió con el incremento de los 
AGP figuras 13 a-h y tablas 12-19; que además coincidió con la concentración óptima del 
Mg2+, Ca2+, Si4+, Se2-, Fe3+, S2-, Zn2+ y Cu2+ para la máxima generación porcentual del ácido 
graso poliinsaturado docosahexaenoico (22:6 n-3, DHA) con valores de 5,83, 3,92, 0,91, 
5,36, 10,06, 12,60, 8,81 y 9,44 respectivamente (tabla 12-19); existiendo diferencias 
altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de experimentación (p<0,05).  
 
Algunos de estos valores como los del Fe3+, S2-, Zn2+ y Cu2+superan las 
concentraciones de DHA descritas por Ferreira, 2006 con la misma tasa de renovación, en 
estudios sobre la presencia de CO2 y diferentes intensidades lumínicas con valores de 6,4 y 
9,66%. Lin et al.,2007 mencionan que los AGS y los AGM así como los AGP subtotales 
aumentan de manera exponencial a principios de la fase estacionaria para posteriormente 
disminuir en la fase estacionaria tardía. Isochrysis galbana var. T-iso posee entre un 66,9% 
y 80% de AGS+AGM; tal rango de variación concuerda con los resultados aquí descritos 
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Figura 11.- Evolución porcentual del contenido de ácidos grasos con respecto a la concentración del 
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Figura 11.- Evolución porcentual del contenido de ácidos grasos con respecto a la concentración del 
elemento en Isochrysis galbana var T-iso en cultivo semicontinuo: (e) Fe3+, (f) S2-(g) Zn2+, (h) Cu2+. 
 
El incremento en la concentración del elemento vía la máxima generación de lípidos 
que coincide con QC (tabla 3-10), que es la base o fuente de producción o generación de los 
lípidos (Huang et al.,2010); desplaza la formación de lípidos neutros o triglicéridos los cuales 
poseen ácidos grasos de baja instauración por fosfolípidos o galactolípidos (lípidos polares) 
en la forma de sulfoquinovosyldiacylglycerol (SQDG) y fosfatidilglicerol (PG) (Goss et 
al.,2009) y que en las haptofitas así como en la mayoría de las diatomeas representan el 
40% de los AG poliinsaturados de las series ω-3 y ω-6 (Mata et al.,2010). 
 
Dentro del grupo de los ácidos grasos poliinsaturados se encuentran tres grandes 
familias, mediante las cuales se derivan los procesos de elongación a ácidos grasos de 
cadena larga como son la serie ω-3, ω-6 y ω-9; de los cuales las series importantes son la 
ω-3 y ω-6, así mismo la proporción entre estas dos series es de relevante importancia en el 
valor energético celular en los siguientes niveles tróficos, por lo que una mayor proporción 
de los ω-3 es imprescindible en mecanismos formadores de membrana en etapas tempranas 
de desarrollo larval de organismos marinos. Es así que las proporciones de ácidos grasos ω-
3:ω-6 por célula de Isochrysis galbana var. T-iso tendieron a incrementarse con la 
concentración de cada elemento ensayado (tabla 12-19), en el medio de cultivo, por lo tanto 
se hallaron diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de 
experimentación (p<0,05), con índices de correlación entre 0,31 y 0,97 (tabla 11). La 
proporción porcentual optima de los AG ω-3:ω-6 respecto a la concentración del elemento 
se encontró entre 1,71 y 15,89 (tabla 12-19), valores del S2-(15,89%) y el Cu2+(7,74%) 
estuvieron por encima de los reportados por Ferreira ,2006 (5,73%) empleando diferentes 
intensidades de luz. Por otra parte Lin et al.,2007 con la misma especie de haptofita que el 
presente estudio demostró valores entre 2,3 y 4,9% entre fase exponencial y fase 
estacionaria tardía en fotobioreactores batch con medio de cultivo Walne rico en complejos 
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La proporción ω-3:ω-6 representa el cociente entre los ácidos grasos correspondientes a los 
grupos omega 3 y omega 6, siendo un parámetro para estimar el valor nutritivo celular de 
las microalgas. Una alta proporción ácidos grasos altamente poliinsaturados ω-3 a ω-6 se ha 
utilizado como un índice de alto valor nutritivo para los organismos en acuacultura (Fidalgo 
et al.,1998). 
 
Un aspecto importante desde el punto de vista nutricional en niveles superiores de la 
trama trófica alimenticia; es la proporción que existe del total de los ácidos grasos, el ácido  
docosahexaenoico (22:6n-3 DHA), eicosapentaenoico (20:5n-3 EPA) y el ácido araquidónico 
(20:4n-6 ARA), tal proporción es muy importante en la alimentación de las primeras etapas 
de desarrollo larval.  
En los peces planos, la metamorfosis y el desarrollo de la pigmentación son 
controlados a nivel nervioso y neuroendocrinologico. En consecuencia, la producción anormal 
de eicosanoides en el cerebro como resultado de la alteración de los niveles de ARA y EPA 
trae consigo graves consecuencias para el desarrollo y la metamorfosis de las larvas de 
peces planos, incluyendo su anormal pigmentación; por lo que la proporción de EPA que 
promueve la formación de membranas a nivel celular sobre la proporción de ARA deberá ser 
siempre superior (Estévez et al.,1999).  
En el presente estudio motivo de la inclusión de diferentes concentraciones de Mg2+, 
Ca2+, Si4+, Se2-, Fe3+, S2-, Zn2+ y Cu2+ en Isochrysis galbana var. T-iso logramos incrementar 
tal proporción EPA/ARA con respecto a un control (0 mM del elemento) en el rango de 
1,16:1% al 11,28:1% por célula como se puede observar en las tablas 12-19 existiendo 
diferencias altamente significativas (p=0,002) entre las condiciones de experimentación 
(p<0,05). Valores importantes en proporción ya que Estévez et al.,2001; Bell et al.,2003 
concluyen que una alta incidencia en la malpigmentación de larvas de peces planos es debida 
a un pobre enriquecimiento de las presas vivas vía las microalgas con una proporción 
0,3:1% de EPA/ARA en contraste con un óptimo de proporción 4,1:1% de EPA/ARA donde 
problemas de malpigmentación en estadios larvales tempranos de peces planos no fueron 
evidentes, Sargent et al.,1999 mencionan que una proporción 4,2:1 EPA/ARA es esencial 
para una normal supervivencia, crecimiento, pigmentación y metamorfosis en larvas de 
rodaballo; nuestros resultados superan en algunas ocasiones en 3 ordenes de magnitud 
dichos óptimos de proporción EPA/ARA. Un exceso en la producción de eicosanoides 
derivados del ácido araquidónico en el cerebro o en la pituitaria de larvas, vía estrés altera el 
control neuroendocrino de los procesos implicados en el desarrollo de la pigmentación 
durante la metamorfosis de peces planos (Estévez et al.,1999). 
 
Los peces marinos contienen grandes cantidades de ácido docosahexaenoico (22:6 n-
3 DHA) eicosapentaenoico (20:5n-3 EPA) en los fosfolípidos de las membranas celulares. Los 
peces marinos no pueden biosintetizar DHA de novo, ni de los precursores de cadena más 
corta, como es el ácido alfa-linolénico (18:3 n-3). Por lo tanto, DHA y EPA serán 
componentes esenciales de la dieta en los peces marinos. El DHA está presente en 
concentraciones muy elevadas en las membranas de células neuronales y visuales, 
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particularmente en las membranas celulares externas así como membranas sinaptosomales, 
en peces como en mamíferos (Sargent et al.,1997, 1999).  
Por lo tanto, una insuficiencia de DHA en la dieta en etapas larvales tempranas de peces 
marinos es que puede perjudicar el desarrollo neurológico y visual con graves consecuencias 
para una serie de procesos fisiológicos y de comportamiento incluyendo los que dependen 
neuroendocrinologicamente.  
Pigmentación anormal es común en los cultivos de larvas de peces planos marinos, y se 
puede mejorar sustancialmente rectificando el nivel de DHA en las larvas mediante el 
alimento vivo (Kanazawa et al.,1981; Kanazawa, 1993; Reitan et al.,1994b; McEvoy et al., 
1998b). Se ha considerado que la mal pigmentación puede ser consecuencia de un mal 
funcionamiento neuronal o visual, por ejemplo, de procesamiento anormal de las señales 
visuales, ya sea en el propio ojo, o posteriormente en el cerebro, desde la producción 
anormal de la hormona estimulante de melanocitos en el cerebro, de frente a perturbaciones 
en las conexiones sinápticas entre los nervios y el melanóforos en la piel. El síndrome de mal 
pigmentación es causado por una deficiencia de DHA o un exceso de EPA, por lo que diversos 
autores han documentado la importancia de una alta razón DHA:EPA (Kraul, 1993; Mourente 
et al.,1993; Reitan et al.,1994b; Lavens et al.,1995). 
Es así que las proporciones de ácidos grasos DHA/EPA por célula tendieron a 
incrementarse con la concentración de cada elemento ensayado (tabla 12-19), se hallaron 
diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de experimentación 
(p<0,05), con índices de correlación entre 0,53 y 0,96 (tabla 11). La proporción porcentual 
de los AG DHA/EPA en los elementos estudiados se encontró entre 5:1% y 23,39:1% (tabla 
12-19), destacar que la proporción DHA/EPA encontrada con la mayoría de los elementos 
aquí estudiados supera lo reportado por Reitan et al.,1994b en Sargent et al.,1999 donde 
logra eliminar la mal pigmentación de larvas de rodaballo incluyendo aceite refinado de atún 
rico en DHA en proporción DHA/EPA 2:1%. Es de destacar que esta es esencialmente la 
misma proporción de DHA/EPA que existe en la yema de los muchos huevos y larvas de 
peces marinos (Tocher and Sargent, 1984). 
Sui et al.,2007 observo que en larvas de cangrejo chino Eriocheir sinensis proporciones 
dietarias DHA/EPA de 0,68:0,28 mostraban un inferior desarrollo larval y supervivencia con 
respecto a tratamientos con altas proporciones dietarias DHA/EPA de 2,85:1,17; lo que 
indica que altos niveles de ácidos grasos altamente poliinsaturados y en correcto balance 
DHA y EPA mejoran la respuesta larval al estrés. Por otra parte George et al.,2008 
empleando a la microalga Isochrysis galbana var. T-iso como dieta en el cultivo de larvas del 
equinodermo Dendraster excentricus obtuvieron buen crecimiento, metamorfosis y desarrollo 
con proporciones DHA/EPA 7,43:1%.  
En lo que respecta a las proporciones de ácidos grasos DHA/ARA por célula 
mostraron una evolución a incrementarse con la concentración de cada elemento ensayado 
(tabla 12-19), hallándose diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las 
condiciones de experimentación (p<0,05), con índices de correlación entre 0,62 y 0,96 (tabla 
11). La proporción porcentual de los AG DHA/ARA en los elementos estudiados se encontró 
entre 4,21:1% y 67,07:1% (tabla 12-19). Los requerimientos para estos ácidos grasos 
esenciales no pueden ser considerados separadamente. Alterándose la dosis dietaria de uno 
Capitulo 2:Incorporación de Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- en diferentes concentraciones 
en el cultivo de Isochrysis galbana var T-iso 
 124
de ellos tendrá influencia en el balance de ARA:EPA:DHA debido a interacciones 
competitivas y conversiones metabólicas (Sargent et al.,1999) 
 
El uso de microalgas específicas como fuentes de ácidos grasos poliinsaturados 
(AGPI), ya sea para su incorporación en la acuacultura o la dieta humana, recibe un 
creciente interés. El perfil de ácidos grasos intracelular en una especie determinada es 
posible dentro de ciertos límites manipularlo, ya sea sobre su metabolismo, modulando los 
parámetros de crecimiento microalgal; o la correlación entre los componentes del medio de 
cultivo (Carvalho et al.,2006). La nutrición mineral y los efectos de la variación en la 
composición del medio de cultivo en la producción de ácidos grasos es posible mediante la 
inclusión en el medio de cultivo de ciertos elementos que además de cumplir con funciones 
fisiológicas celulares, coadyuvan en la calidad bioquímica de la misma. Comportamientos 
similares en la cantidad de los ácidos grasos han sido manifestados por Feng et al.,2005; los 
cuales concluyen que la adición en el medio de cultivo de moléculas orgánicas e inorgánicas 
mejora la producción de lípidos y ácidos grasos poliinsaturados en microalgas. 
Rebolloso Fuentes et al.,2000 mencionan que los minerales si son biodisponibles y no 
tóxicos en la microalgas estas podrían ser utilizadas con fines alimenticios, debido a la 
cantidad y la diversidad de nutrientes que contienen. Además, de que la composición de la 
biomasa puede ser modificada por medio de variables operacionales, principalmente 
mediante el uso de los tiempos de residencia corta para obtener mayores concentraciones de 
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Cultivo en semicontinuo de Isochrysis galbana var T-iso + MAGNESIO 
Concentración de nutrientes 4 mg át. N/L 
Tasa de renovación 30%.día-1 
 
 
 0 mM 0.1 mM 1.0 mM 10.0 mM 100.0 mM 
      
Densidad celular 











      
Productividad 
(109céls.L-1.día-1) 
6.52 8.25 9.30 22.05 11.62 
      
% proteína en F.O. 53,31 52,39 44,59 42,32 36,83 
% carboh. en F.O. 22,26 24,25 27,03 25,14 28,68 
% lípidos en F.O. 24,42 23,35 28,37 32,53 34,49 
      
Proteína 



































      
Peso orgánico (pg.cel-1 ) 11,59 12,08 10,96 10,50 7,71 
      
Valor calórico 
(10-7 J.cél-1) 
2.98 3.16 2.87 2.69 2.00 
      












      










      




































      
































RelaciónC:N(átomos) 8,76a 8,85ab 9,30b 9,27b 8,99ab 
Absorción Atómica Mg 











      
Los valores aquí presentes son la media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple 
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Cultivo en semicontinuo de Isochrysis galbana var. T-iso + CALCIO 
Concentración de nutrientes 4 mg át. N/L 
Tasa de renovación 30%.día-1 
 
 
 0 mM 0.1 mM 1.0 mM 10.0 mM 100.0 mM 
      
Densidad celular 
























      
% proteína en F.O. 42,56 44,67 47,19 43,89 55,47 
% carboh. en F.O. 29,38 26,07 31,70 24,43 25,98 
% lípidos en F.O. 28,06 29,25 21,11 31,67 18,57 
      
Proteína 



































      
Peso orgánico pg.cel-1 8,98 12,07 12,46 8,87 8,40 













      










      










      








































      
 





































RelaciónC:N(átomos) 8,88ab 8,74a 9,04ab 9,49b 8,98ab 
 
Absorción Atómica Ca 
















Los valores aquí presentes son la media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple 
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Cultivo en semicontinuo de Isochrysis galbana var T-iso + SILICIO 
Concentración de nutrientes 4 mg át. N/L 
Tasa de renovación 30%.día-1 
 
 
 0 mM 0.1 mM 1.0 mM 10.0 mM 100.0 mM 
      
Densidad celular 











      
Productividad 
(109céls.L-1.día-1) 
8,16 16,72 25,57 12,86 13,02 
      
% proteína en F.O. 35,71 39,40 50,21 45,07 45,69 
% carboh. en F.O. 45,78 24,45 35,47 26,08 24,18 
% lípidos en F.O. 18,51 36,14 14,31 28,84 30,13 
      
Proteína 



































      
Peso orgánico (pg.cel-1 ) 7,61 11,05 11,81 9,42 9,01 
      
Valor calórico 
(10-7 J.cél-1) 
1,80 3,08 2,80 2,51 2,43 
      










      










      










      












      












      
































RelaciónC:N(átomos) 8,49a 9,01b 8,97ab 8,58ab 8,85ab 
      
Absorción Atómica Si 











Los valores aquí presentes son la media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple 
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Cultivo en semicontinuo de Isochrysis galbana var T-iso + SELENIO 
Concentración de nutrientes 4 mg át. N/L 
Tasa de renovación 30%.día-1 
 
 
 0 mM 0.1 mM 1.0 mM 10.0 mM 100.0 mM 
      
      
Densidad celular 










      
Productividad 
(109céls.L-1.día-1) 
6,42 23,62 25,65 22.74  
      
% proteína en F.O. 30,09 24,31 33,25 36,05 ---------- 
% carboh. en F.O. 48,29 37,56 42,75 42,49 ---------- 
% lípidos en F.O. 21,61 38,13 23,99 21,46 ---------- 


































      
Peso orgánico (pg.cél-1 ) 9,09 11,94 11.01 10,20  
      
Valor calórico 
(10-7 J.cél-1) 
2.18 3.26 2.72 2.48  
      









      









      







































      





























RelaciónC.N(átomos) 9,07b 8,98ab 8,65ab 8,38a  
      
Absorción Atómica Se 










      
      
MC*= Muerte celular. Los valores aquí presentes son la media ± SD (n=3). Diferentes letras 
(comparación múltiple de Tukey), existe diferencia significativa (p<0,05). 
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Cultivo en semicontinuo de Isochrysis galbana var T-iso + HIERRO 
Concentración de nutrientes 4 mg át. N/L 
Tasa de renovación 30%.día-1 
 
 
 0 mM 0.1 mM 1.0 mM 10.0mM 100.0 
mM 
20.0mM
       
Densidad celular 




























       
% proteína en F.O. 32,93 28,47 32,85 32,91 26,13 21,54 
% carboh. en F.O. 36,53 33,84 31,42 32,46 51,54 40,48 
% lípidos en F.O. 30,54 37,69 35,72 34,63 22,33 37,97 
       
Proteína 









































       
Peso orgánico pg.cel-
1 
5,86 14,17 12,57 11,64 7,62 10,08 















       














       














       






























































































RelaciónC:N(átomos) 8,04b 7,71ab 7,65a 7,67ab 7,69ab 7,69ab 
 
Absorción Atómica 



















       
Los valores aquí presentes son la media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple 
de Tukey), existe diferencia significativa (p<0,05). 
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Cultivo en semicontinuo de Isochrysis galbana var T-iso + AZUFRE 
Concentración de nutrientes 4 mg át. N/L 
Tasa de renovación 30%.día-1 
 
 0 mM 0.1 mM 1.0 mM 10.0 mM 100.0 mM


























      
% proteína en F.O. 38,52 40,28 42,25 31,21 29,46 
% carboh. en F.O. 36,09 32,33 32,22 39,13 43,56 
% lípidos en F.O. 25,39 27,38 25,53 29,66 26,98 
      
Proteína 



































      
Peso orgánico 
(pg.cel-1 ) 
10,28 11,32 12,26 10,35 7,94 


























      

























































































RelaciónC:N(átomos) 7,37a 7,54ab 7,68ab 7,79ab 7,98b 
 
Absorción Atómica S
















      
Los valores aquí presentes son la media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple 
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Cultivo en semicontinuo de Isochrysis galbana var T-iso + ZINC 
Concentración de nutrientes 4 mg át. N/L 
Tasa de renovación 30%.día-1 
 
 
 0 mM 0.1 mM 1.0 mM 10.0 mM 100.0 mM
      
Densidad celular 
























      
% proteína en F.O. 33,38 31,38 34,24 29,91 27,62, 
% carboh. en F.O. 41,71 34,52 30,53 38,64 38,11 
% lípidos en F.O. 24,86 34,09 35,23 31,45 34,26 
      
Proteína 



































      
Peso orgánico 
(pg.cel-1 ) 
9,08 9,94 12,15 10,43 10,39 
      
Valor calórico 
(10-7 J.cél-1) 
2,26 2,67 3,32 2,73 2,77 
      












      












      





























Nitrógeno Residual  





































































      
Los valores aquí presentes son la media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple 
de Tukey), existe diferencia significativa (p<0,05). 
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Cultivo en semicontinuo de Isochrysis galbana var T-iso + COBRE 
Concentración de nutrientes 4 mg át. N/L 
Tasa de renovación 30%.día-1 
 
 
 0 mM 0.1 mM 1.0 mM 10.0 mM 100.0 mM
      
Densidad celular 
























      
% proteína en F.O. 35,75 31,48 34,81 36,80 ---- 
% carboh. en F.O. 42,24 46,74 34,47 37,80 ---- 
% lípidos en F.O. 22,02 21,78 30,71 24,40 ---- 
      
Proteína 
































      
Peso orgánico 
(pg.cel-1 ) 
8,85 10,10 11,46 10,03 ---- 












      











      























































































RelaciónC:N(átomos) 7,94b 7,77ab 7,64a 7,78ab  
 
Absorción Atómica 














      
      
Los valores aquí presentes son la media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple 
de Tukey), existe diferencia significativa (p<0,05). 
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Coeficientes de Correlación r2 en Isochrysis galbana var. T-iso 
 
Elementos 
 Fe3+ S2- Zn2+ Cu2+ Mg2+ Ca2+ Si4+ Se2- 
Densidad celular 
(106 cél.mL-1 ±std) CD 
0,93 0,94 0,91 0,99 0,77 0,75 0,92 0,95 
Densidad celular 
(106 cél.mL-1 ±std) CS 
0,87 0,75 0,89 0,63 0,78 0,68 0,65 0,98 
Proteína 
(pg.célula-1 ± std) CS 
0,66 0,53 0,95 0,99 0,96 0,82 0,40 0,98 
Carbohidratos 
(pg.célula-1 ± std) CS 
0,78 0,92 0,82 0,95 0,46 0,56 0,71 0,68 
Lípidos 
(pg.célula-1 ± std) CS 
0,46 0,91 0.85 0,99 0,98 0,74 0,61 0,51 
Peso seco (pg.cel-1 ±std) 
CS 
0.96 0,98 0,98 0,97 0,95 0,99 0,94 0,99 
Cenizas pg.cel-1 ±std CS 0,97 0,97 0,96 0,95 0,93 0,97 0,92 0,99 
Matéria Orgánica pg.cel-1 
±std. CS 
0,89 0,98 0,81 0,90 0,95 0,97 0,91 0,97 
Absorción Atómica (pg, 
fg.célula-1 ± std) CS 
0,96 0,88 0,86 0,95 0,94 0,93 0,79 0,94 
% DHA vs [elemento] 0,80 0,77 0,95 0,55 0,92 0,93 0,60 0,80 
% Ácidos Grasos 
Sat+Monoinsaturados 
0,72 0,97 0,41 0,70 0,55 0,86 0,70 0,78 
% Ácidos Grasos 
Poliinsaturados 
0,75 0,97 0,46 0,73 0,60 0,93 0,74 0,78 
% ω-3/ω-6 vs [elemento] 0,90 0,97 0,97 0,77 0,83 0,86 0,31 0,91 
%DHA:EPA vs 
[elemento] 
0,90 0,67 0,96 0,53 0,58 0,90 0,66 0,92 
%DHA:ARA vs 
[elemento] 






































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Evaluación poblacional, modificación bioquímica e incorporación de elementos 
unitarios por Artemia franciscana y Brachionus plicatilis, ocasionada por el 
enriquecimiento en cultivo con Phaeodactylum tricornutum, cultivada en sistema 
semicontinuo, con una tasa de renovación del 30% y concentración óptima de Ca2+, 









Capitulo 3: Evaluación poblacional, modificación bioquímica e incorporación de elementos unitarios por 





El rotífero y Artemia han encontrado ser microorganismos valiosos e indispensables 
como alimento vivo en la larvicultura industrial de peces y crustáceos de todo el mundo 
(Lubzens et al.,1997; Lee and Ostrowski, 2001; Liao et al.,2001; Shields, 2001; Marte, 
2003) utilizándose en aproximadamente el 85% de las especies cultivadas (Bhat, 1992). 
Rotífero y Artemia poseen varias características que los hacen presas vivas adecuadas para 
las larvas de peces recién eclosionadas, por ejemplo, tamaño relativamente pequeño, el 
comportamiento de natación lenta, tasa de reproducción y crecimiento rápido, posibilidad de 
ser cultivados en altas densidades (Lubzens, 1987; Lubzens et al.,1989, 2001; Narciso, 
2000, Beck and Turingan 2007; Figueiredo et al.,2009), posibilidad de bioencapsulación con 
ácidos grasos altamente poliinsaturados, vitaminas, liposomas, antibióticos, microalgas, 
probióticos, terapéuticos; que son necesarios para el crecimiento y supervivencia de 
diferentes estadios larvales de peces o otros organismos marinos (Gatesoupe, 1982; Olsen 
et al.,1997; Ronsón-Paulín and Medina Reyna, 2002; Roque and Goméz-Gil, 2003; Gelabert, 
2003, Medina-Reyna et al.,2004; Nordgreen et al.,2007, Seixas et al.,2009). Varios estudios 
han demostrado que tanto rotíferos como Artemias puede ser también utilizados para la 
transferencia de bacterias probióticas para larvas de peces (Rombaut et al.,1999; Makridis et 
al.,2000; Martínez-Díaz et al.,2003, Høj et al.,2009) así como también elementos minerales 
importantes dada su importancia en  procesos fisiológicos y metamórficos en estadios 
larvales tempranos (Matsumoto et al.,2009). Los niveles de minerales y oligoelementos, con 
excepción del calcio, magnesio y hierro, son muy bajos en los rotíferos que en los 
copépodos. Sin embargo el magnesio a pesar de estar presente no se encuentra en las 
concentraciones adecuadas para cubrir los requisitos de estadios tempranos de peces 
marinos; como sucede con la no presencia de selenio, yodo entre otros, que son necesarios 
para procesos de metamorfosis, antioxidantes y enzimáticos en larvas peces (Hamre et 
al.,2008, Rider et al.,2009). 
Un tópico muy de actualidad lo representa la nutrición mineral, la cual no se a 
estudiado muy afondo a pesar de saber que una gran cantidad de elementos están ligados a 
diversos procesos morfológicos, fisiológicos, pigmentación, supervivencia entre otros; 
principalmente en etapas tempranas de desarrollo larval de organismos acuáticos. 
Por ejemplo en la naturaleza, el zooplancton contiene un mayor contenido de Zn, Fe, Cu, S, 
Mg, Se, Si, Ca, Mn etc; que en Artemia recién eclosionada (Nguyen et al.,2008), es por ello 
que la incorporación directa o indirecta en el zooplancton o en piensos de larvas de peces 
como Boosting (Rider et al.,2009) o la incorporación vía la base de la cadena trófica es 
esencial; de forma que las larvas de distintas especies acuáticas dispongan de ellos y 
mejorar procesos de crecimiento, metamorfosis y supervivencia. 
 
Diseño experimental 
Se empleo un cultivo masivo del rotífero marino Brachionus plicatilis en Carboy’s de 6 
L, los cuales se filtraron y lavaron en periodos cortos con agua destilada para eliminar 
microbiota y posteriormente pasarlos a un nuevo carboy con agua de mar estéril. Tal proceso 
preventivo se realizó 24 h antes de iniciar los experimentos con la finalidad de estabulación 
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alimentaria y sanidad de los rotíferos. Para realizar las experiencias de crecimiento 
poblacional, modificación bioquímica e incorporación de elementos. Los rotíferos a razón de 
50 rotíferos.mL-1 se transfirieron a botellas de borosilicato de 1 L con 700 mL de agua de 
mar autoclavada, sometidos a un flujo de aire de 20 burbujas.minuto-1 aproximadamente, 
ciclos de luz:oscuridad 12h:12h, se utilizo una intensidad luminosa de 52,3 µmol quanta.m-
2.s-1 y mantenidos en una cámara isotérmica con 22±2°C. A primera hora del ciclo de luz se 
alimentó al rotífero Brachionus plicatilis, a razón de 30,000 células.rotífero-1 con biomasa de 
Phaeodactylum tricornutum (en cultivo semicontinuo y tasa de renovación del 30%) 
previamente cultivada con las concentraciones óptimas (para la mayor generación de 
biomasa, capitulo 1) de los elementos, por separado en el medio de cultivo “ALGAL” 
(Fábregas et al.,1984) en las siguientes concentraciones: Fe3+[20,0], S2-[0,1], Zn2+[0,1], 
Cu2+[0,1], Mg2+[1,0], Ca2+[1,0], Si4+[1,0] y Se2-[1,0].  
Diariamente a primera hora del ciclo de luz se realizo el recuento de la densidad de 
rotíferos.mL-1 así como del número de huevos por hembra, para posteriormente calcular la 
cantidad de biomasa celular para alimentar a razón de 30,000 células de Phaeodactylum 
tricornutum.rotífero-1.  
 Los cultivos experimentales se mantuvieron durante 9 días tomando en cuenta que el 
ciclo de vida de Brachionus plicatilis dura aproximadamente 4 días (Ito 1955; 1957) por lo 
que los experimentos se finalizaron una vez transcurridas 2 generaciones. Al finalizar el 
periodo se contabilizo la densidad poblacional y numero de huevos producidos, se 
cosecharon por triplicado 70 mL de cultivo para determinación de peso seco, cenizas y 
materia orgánica, así como 50 mL (n=3) de biomasa, en filtros de malla nitex de 40 µm para 
determinación de proteínas, carbohidratos, lípidos, ácidos grasos, e incorporación de 
metales; estas muestras se ultracongelaron a -80°C para su posterior análisis. 
Se incubaron y eclosionaron en agua salobre al 2,5%, filtrada (1µm), quistes de 
Artemia franciscana (Kellogg, 1906) del Gran Lago Salado Utha (INVE, Aquaculture, Inc.), en 
un baño termostático a 28±1°C, una intensidad luminosa de 152,3 µmol quanta/m2/s1; por 
24h y un flujo de aireación continua de 250 mL/min1 (figura 4a). Una vez eclosionados los 
nauplios se lavaron con agua destilada y formalina al 4% por 10 segundos, como tratamiento 
bacteriano preventivo; posteriormente se mantuvieron en agua marina estéril al 3,5%. Se 
espero a que los metanauplios cumplieran 48h después de la eclosión (DDE), tiempo en el 
cual han desarrollado un sistema digestivo eficaz-completo y pueden empezar a filtrar no 
selectivamente alimento (Sorgeloos et al.,2001). Para realizar las experiencias de 
crecimiento, supervivencia, modificación bioquímica e incorporación de elementos, los 
metanauplios48h se transfirieron a razón de 2 metanauplios.mL
-1 en un volumen de 500mL en 
botellas de 1 L, sometidos a un flujo de aire de 20 burbujas.minuto-1 aproximadamente, 
ciclos de luz:oscuridad 12h:12h, se utilizo una intensidad luminosa de 52,3 µmol quanta.m-
2.s-1, las botellas de cultivo se mantuvieron en un baño termostático a 28±1°C dentro de una 
cámara isotérmica a 22±2°C. 
A primera hora del ciclo de luz se alimentó a Artemia franciscana, a razón de 
300,000 células.artemia-1 (Gelabert, 2003) con biomasa de Phaeodactylum tricornutum (en 
cultivo semicontinuo y tasa de renovación del 30%) previamente cultivada con las 
concentraciones óptimas (para la mayor generación de biomasa, capitulo 1) de los elementos 
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por separado en el medio de cultivo “ALGAL” (Fábregas et al.,1984) en las siguientes 
concentraciones: Fe3+[20,0], S2-[0,1], Zn2+[0,1], Cu2+[0,1], Mg2+[1,0], Ca2+[1,0], Si4+[1,0] 
y Se2-[1,0].  
Diariamente se contabilizó la densidad de células.mL-1 del cultivo de Artemia para de 
esa forma corregir la ración diaria de microalgas de modo que entre el día 1 y 11 se utilizó 
una densidad celular de entre 300,000 y 6,000,000 células.artemia-1  
Los cultivos experimentales se mantuvieron por 10-11 días, tiempo en el cual 
comenzó el cortejo de apareamiento, para cosechar la población al día 10-11. Se contabilizo 
la densidad poblacional, se cosecharon por triplicado 40 organismos para determinación de 
peso seco, cenizas y materia orgánica, proteínas, carbohidratos, lípidos, ácidos grasos, e 
incorporación de metales; estas muestras se ultracongelaron a -80°C para su posterior 
análisis. 
 
Resultados y discusión. 
 
 Se observó que en los dos primeros días de alimentación del rotífero Brachionus 
plicatilis no mostró crecimiento poblacional e incluso disminución de la población inicial 
(figura 1 a-b), situación que además se corroboro por la presencia de biomasa celular no 
filtrada por los rotíferos en cultivo. Este comportamiento pudo ser debido como lo menciona 
Ferreira, 2006 en sus estudios sobre bioencapsulación y crecimiento poblacional de la misma 
especie de rotífero, por manipulación, causante de estrés, por lo que este tiempo debe 
considerarse como un periodo de adaptación o fase “lag”, donde es posible la eclosión de los 
huevos producidos por las hembras adultas así como muerte por adaptación de las mismas. 
Posterior a este proceso a partir del 3er día (figura 1 a-b) la densidad poblacional de rotíferos 
comenzó a multiplicarse. Al respecto Snell, 1986; Lubzens and Minkoff, 1988; Hagiwara and 
Hino, 1990, mencionan que motivo de estrés fisicoquímico las hembras producen huevos 
dormantes por lo general entre 1 y 8 los cuales tardarán en eclosionar según las condiciones 
del medio de cultivo; siendo significativamente más pequeños que los 18-23 huevos 












Figura 1. Evolución de la densidad de cultivo de Brachionus plicatilis (rotífero.mL-1) alimentado con 
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 La inclusión de los elementos y sus concentraciones óptimas ya citadas 
anteriormente, vía Phaeodactylum tricornutum produjeron muy diferentes evoluciones en la 
densidad poblacional final de Brachionus plicatilis, las cuales fluctuaron en el caso del hierro, 
cobre, azufre y zinc con respecto a un control entre 211 y 313 rotíferos.mL-1 en tanto que 
para el magnesio, calcio, silicio y selenio con respecto a un control oscilaron entre 137 y 207 
rotíferos.mL-1 tablas 1-2 y figura 1. Existiendo diferencias altamente significativas (p=0,001) 
entre las condiciones de cultivo mencionadas (p<0,05). Schlosser and Anger, 1982; Lubzens, 
1987; Miracle and Serra, 1989; Korstad et al.,1989; Hirayama, 1990; Hiawa and Heerkloss, 
1994, Patiño, 1995, mencionan que en Brachionus plicatilis existen diferentes factores como 
la temperatura, salinidad, aireación, tipo-tamaño-concentración y calidad del alimento los 
cuales afectan la ingestión y la multiplicación poblacional; en el presente estudio todos los 
anteriores parámetros fueron mantenidos constantes excepto la calidad del alimento 
microalgal vía la incorporación de elementos por lo que las condiciones de cultivo de la 
microalga determinaron la supervivencia, tamaño, metamorfosis así como la taza de 
reproducción de los organismos filtradores alimentados con ellas; por lo tanto es lógico de 
pensar que esta calidad del alimento vía la nutrición mineral es la que afecta la ya citada 
generación poblacional. Whyte and Nagata, 1990; Fulks and Main, 1992; Snell, 1991; 
Tamaru et al.,1991; Nagata and Whyte, 1992, Vadstein et al.,1993; Hansen et al.,1997 
concluyen que la tasa reproductiva es fuertemente afectada por el tipo y calidad del alimento 
proveído en su cultivo (Qi et al.,2009), así como el tamaño de partícula y las especies de 
microalgas determinaran la tasa reproductiva de Brachionus plicatilis (Sayegh et al.,2007; 
Hu and Xi, 2008; Alva-Martínez et al.,2009). 
 
 Por otra parte la producción final de huevos.mL-1 en el caso del hierro, cobre, azufre 
y zinc con respecto a un control osciló entre 45 y 119 huevos.mL-1 (tabla 1) lo que 
corresponde a 0,21 y 0,38 huevos.hembra-1 (figura 2a), en tanto que para el magnesio, 
calcio, silicio y selenio con respecto a un control fluctuaron entre 55 y 190 huevos.mL-1 
(tabla 2) lo que corresponde a 0,38 y 0,80 huevos.hembra-1 (figura 2a), existiendo 
diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de cultivo mencionadas 
(p<0,05) tablas 1-2. Støttrup and McEvoy 2003 mencionan que la proporción de huevos 
depende de la calidad de los alimentos. Cualquier desviación de las condiciones óptimas del 
alimento se refleja en bajas o altas tasas de producción de huevos en los cultivos de 
rotíferos. Por ejemplo, en un estudio, una proporción de huevos de menos de 0,13 para 
cultivos de Brachionus plicatils indica inestabilidad y el colapso futuro posible del cultivo 
(Snell et al.,1987). La producción de huevos por hembra al final con respecto al elemento en 
concentración ensayada ejemplo magnesio, calcio, silicio y selenio con respecto a un control 
no correspondió con la densidad poblacional final de rotíferos, en tanto que hierro, cobre, 
azufre y zinc si correspondió con la densidad poblacional de rotíferos; tales resultados 
pueden ser debidos a la viabilidad de eclosión de los huevos dada la calidad alimenticia de la 
diatomea vía el elemento; al respecto Camus et al.,2009; Gusmão and McKinnon, 2009 
mencionan en su estudio que la alimentación con diatomeas en copépodos produjo una baja 
producción de huevos con respecto a otras dietas microalgales; sin embargo en nuestro 
estudio la diatomea Phaeodactylum tricornutum y su enriquecimiento con diferentes 
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elementos mostró influir de manera positiva en la generación de huevos por parte de las 
hembras amícticas. En la figura 2a se pueden observar para el hierro, cobre, azufre y zinc 
dos picos máximos de producción de huevos en los días 4 y 8 de cultivo, en el caso del 
magnesio, calcio, silicio y selenio figura 2b es posible distinguir tres picos máximos de 
producción de huevos en los días 3, 6 y 8; resultados similares han sido descritos por Wullur 
et al.,2009 modificando la salinidad; datos que nos sugieren las siguientes generaciones 
poblacionales, dentro de las cuales incluso coinciden con lo mencionado por Ito 1955; 1957; 
Wullur et al.,2009 donde indican que el ciclo de vida generacional es cercano a 4 días, 
nuestros resultados revelan además que vía la inclusión de ciertos elementos que modifican 
la calidad microalgal es posible incluso modificar la tasa generacional en Brachionus plicatilis 
una herramienta biotecnológica muy importante en la producción de alimento vivo para los 
siguientes niveles tróficos acuáticos. Motivo del ritmo circadiano 12L:12O al que fueron 
sometidos los cultivos de rotíferos, se pudo observar una gran uniformidad de tallas, así 
mismo un gran número de hembras a primera hora del ciclo de luz mostraban entre 3 y 5 
huevos, posterior a ese periodo fue solo ocasional encontrar hembras con huevos y la 
uniformidad de tallas se perdió. Al respecto Camus and Zeng, 2008 mencionan que con el 
copépodo Acartía sinjiensis la producción de huevos y eclosión de los mismos es debida al 
efecto del fotoperiodo al que se someten los cultivos masivos; tal y como ocurrió en el 













Figura 2. Evolución de la producción de huevos en Brachionus plicatilis (huevos.hembra-1) alimentado 
con Phaeodactylum tricornutum cultivada en semicontinuo, tasa de renovación 30% con diferentes 
elementos [mM]. 
 
Fábregas et al., 1996b; 1998b indican que la tasa de renovación así como la 
concentración de nutrientes en efecto combinado en cultivos semicontinuos dan lugar a 
grandes diferencias en el valor nutritivo de Phaeodactylum tricornutum. 
 Se produjeron los siguientes valores de tasa de crecimiento poblacional (r) para los 
rotíferos alimentados con Phaeodactylum tricornutum enriquecida con la concentración 
óptima de magnesio, calcio, silicio, selenio y control 0,14, 0,13, 0,17, 0,18 y 0,12.día-1 
respectivamente; en tanto que para el hierro, cobre, azufre y zinc con respecto a un control 
0,20, 0,23, 0,23, 0,22 y 0,18 día-1 correspondientemente. Algunos autores obtuvieron tasas 
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microalgas (Scott and Baynes, 1978; Yúfera and Pascual, 1983; Carić et al., 1993, Ferreira, 
2006; Hagiwara et al.,2007; Wullur et al.,2009), mencionando la mayoría de ellos un efecto 
de la especie de microalga, así como la salinidad; por otra parte dada la oscilación que 
observan nuestros resultados es evidente que los elementos ejercen un diferente efecto 
sobre la calidad nutricional de Phaeodactylum tricornutum y que impacta en dicha tasa de 
crecimiento. La que a su vez está relacionada con la cantidad de alimento y dependiendo del 
tipo de dieta la cantidad requerida para alcanzar la multiplicación máxima (Yúfera et 
al.,1983; Lubzens et al., 1995, Milione and Zeng, 2007). 
 
 En lo que respecta a la tasa de conversión alimenticia (TCA) y porcentaje de 
eficiencia de crecimiento (%EC), por el rotífero alimentado con la microalga en las 
concentraciones de elementos conocidas; fue muy variable mostrando los siguientes valores 
para: magnesio(0,94-104%), calcio(1,06-94%), silicio(1,03-97%), selenio(1,42-70%) con 
respecto a un control(1,10-90%) indicándonos en ambos casos la existencia de diferencias 
altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control (p<0,05) 
excepto entre el calcio y el silicio. En tanto que la TCA y %EC del rotífero con hierro, cobre, 
azufre y zinc con respecto a un control fue (1,90-52%), (1,63-61%), (1,85-54%), (1,73-
58%) y (1,65-61%), existiendo diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las 
condiciones y con respecto al control (p<0,05). Los valores de TCA nos indican cuan eficiente 
es el rotífero para vía la microalga con el elemento ganar peso, de modo, que tales valores 
entre mas cercanos a 1 sean o inferiores a 1, mejor será la TCA, la cual es muy eficiente con 
magnesio, calcio y silicio; donde el %EC es cercano y superior al 100%. Tal TCA coincide con 
los valores de peso seco expuestos posteriormente (tablas 1-2). El comportamiento de las 
anteriores variables nos da una idea de cuan importantes son ciertos elementos en la calidad 
del alimento vía la cadena trófica. 
 
 La inclusión de las concentraciones óptimas (capitulo 1) de magnesio, calcio, silicio, 
selenio, hierro, cobre, azufre y zinc con respecto a un control para la máxima generación de 
biomasa celular en Phaeodactylum tricornutum produjeron diferentes efectos como alimento 
en la composición bioquímica de Brachionus plicatilis de la siguiente manera: la biomasa 
celular con magnesio, calcio, silicio y selenio mostró la siguiente disposición bioquímica 
Carbohidratos>Proteínas>Lípidos(pg.cel-1), en tanto que en los rotíferos una vez 
consumida la microalga la disposición fue Proteínas>Lípidos>Carbohidratos(ng.rotífero-1) 
en la mayoría de los casos (figura 3 a-b); en el caso de la biomasa celular con hierro, cobre, 
azufre y zinc reveló la siguiente composición proximal 
Proteínas>Carbohidratos>Lípidos(pg.cel-1), y una vez consumida la microalga por el 
rotífero Proteínas>Lípidos>Carbohidratos (ng.rotífero-1) en la totalidad de los casos 
(figura 3 c-d). 
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Figura 3.- Evolución de la composición bioquímica de Phaeodactylum tricornutum (a (pg.cel-1) y de 














Figura 3.- Evolución de la composición bioquímica de Phaeodactylum tricornutum (c (pg.cel-1) y de 
Brachionus plicatilis (d (ng.rotífero-1) con respecto a Zn2+, Cu2+, Fe3+ y S2-. 
 
 En orden de importancia energética el contenido de proteína en el rotífero fue el 
mayor combustible bioquímico (figura 3 b-d), una vez cultivado con la microalga y 
concentraciones conocidas de magnesio, calcio, silicio, selenio y control, mostrando los 
siguientes valores: 254,95, 308,56, 247,62, 218,99 y 217,10ng.rotífero-1 comparativamente; 
existiendo diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y con 
respecto al control (p<0,05), tabla 1. Por lo que respecta al hierro, cobre, azufre, zinc y 
control se obtuvieron 155,51, 159,45, 202,32, 172,15 y 154,94ng.rotífero-1 
respectivamente; existiendo diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las 
condiciones y con respecto al control (p<0,05) excepto entre el hierro y el control, (tabla 2). 
 En tanto que el segundo combustible lo representó el contenido de lípidos (figura 3 
b-d) que para el magnesio, calcio, silicio, selenio y control mostró 252,70, 169,99, 230,87, 
134,61 y 131,39ng.rotífero-1 (tabla 1), en tanto que para el hierro, cobre, azufre, zinc y 
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(tabla 1), indicando diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y 
con respecto al control (p<0,05) excepto entre el hierro y cobre (tabla 2). 
 Por lo que respecta a los carbohidratos (figura 3 b-d) valores de 126,70, 119,91, 
115,09, 76,98 y 69,59ng.rotífero-1 estuvieron presentes en magnesio, calcio, silicio, selenio y 
control comparativamente (tabla 1); así como 51,81, 51,08, 86,31, 65,85 y 48,91 
ng.rotífero-1 en hierro, cobre, azufre, zinc y control; indicando la existencia de diferencias 
altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control (p<0,05) 
excepto entre hierro y cobre (tabla 2). 
 
 Cuando el contenido de proteína se considera como porcentaje de la fracción 
orgánica, el valor de proteína según la concentración del elemento probado, fluctúo entre 
40,18 y 55,89% figura 4 a-b y tabla 1-2. Resultados que se consideran óptimos ya que 
Lubzens et al.,1989; Frolov et al.,1991; Frolov and Pankov, 1992; Nagata and Whyte, 1992; 
Fernández-Reiríz et al.,1993; Reitan et al.,1993; Rainuzzo et al.,1997; Øie and Olsen, 1997; 
Makridis and Olsen, 1999, Lubzens et al.,2001; Lubzens and Zmora, 2003 muestran un 
rango de contenido de proteína en el rotífero de entre el 28 y 63%. El contenido de proteína 
por rotífero puede incrementarse de un 60-80% cuando se aumenta la ración alimenticia. Por 
lo que respecta a la fracción orgánica de los lípidos mostraron un rango de variación entre 
26,21 y 39,85% figura 4 a-b y tabla 1-2. Teshima et al.,1987; Frolov et al.,1991; Nagata 
and White, 1992; Fernández-Reiriz et al.,1993; Rainuzzo et al.,1997; Lubzens et al.,2001; 
Lubzens and Zmora, 2003 mencionan que cerca del 34-43% de los lípidos en rotíferos son 
fosfolípidos y un 20-55% son triacilgliceroles, con pequeñas concentraciones de 
monoacilgliceroles, diacilgliceroles, esteroles, esteres esteroles, y ácidos grasos libres. Los 
fosfolípidos y triacilgliceroles muestran similares perfiles de ácidos grasos, pero estos son 
grandemente afectados por los lípidos proveídos en la alimentación del rotífero. El contenido 
lipídico porcentual de los rotíferos es generalmente más bajo que el del alimento porcentual, 
lo que indica que los lípidos son utilizados por los rotíferos. Los rotíferos utilizan proporciones 
altas de DHA para la reproducción (Øie and Olsen, 1997) y la utilización de los lípidos 
además dependerá de la temperatura (Olsen et al.,1993). Finalmente los carbohidratos 
revelaron un comportamiento entre el 16,63 y 21,58% al respecto Whyte and Nagata, 1990; 
Frolov et al.,1991; Frolov and Pankov, 1992; Nagata and Whyte, 1992; Fernández-Reiríz et 
al.,1993; Lubzens and Zmora, 2003 demostraron un rango entre el 10,5 y 27%. De donde el 
61-80% es glucosa (como glicógeno), un 9-18% de ribosa y 0,8-7,0% de galactosa, 
manosa, deoxiglucosa, fucosa, y xilosa (Nagata and Whyte, 1992). La fracción orgánica hace 
más evidente la compartimentalización de los combustibles bioquímicos en Brachionus 
plicatilis además de ser evidente que la calidad del alimento vía la diversidad de elementos 
promovió la calidad proximal del rotífero. Es sabido además que la ración alimenticia afecta 
la tasa reproductiva del rotífero y su contenido de proteínas, lípidos y carbohidratos. 
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Figura 4.- Porcentaje de proteínas, lípidos y carbohidratos en Brachionus plicatilis respecto a la 
concentración de elementos en Phaeodactylum tricornutum en cultivo semicontinuo: (a) Si4+, Se2-,Mg2+, 
Ca2+, (b) Zn2+, Cu2+, Fe3+, S2-. 
 
 En lo que concierne al valor calórico (VC) por el rotífero con base en la calidad 
nutricional de Phaeodactylum tricornutum vía el magnesio, calcio, silicio, selenio y control 
mostró un rango de variación entre 115,94 y 182,86x10-7J.rotífero-1 indicando la existencia 
de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y con respecto al 
control (p<0,05) (tabla 1); en tanto que vía el hierro, cobre, azufre, zinc y control manifestó 
una oscilación entre 74,51 y 107,22x10-7J.rotífero-1 existiendo diferencias altamente 
significativas (p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control (p<0,05) excepto 
entre el hierro y cobre (tabla 2). Fernández-Reiríz et al.,1993; Lubzens and Zmora, 2003, 
mencionan que el valor calórico encontrado en los rotíferos dependerá de la dieta en un 
rango de 134x10-7J.rotífero-1 con levadura de cerveza y 200x10-7J.rotífero-1 después de 6 h 
de enriquecimiento con boostings. Demostrando nuestros resultados que la calidad del 
alimento del rotífero vía el enriquecimiento mineral mediante la microalga muestra diversos 
grados de calidad en el VC del rotífero en cultivo. 
 
En lo que atañe al peso seco por rotífero en base al elemento en la alimentación con 
magnesio, calcio, silicio, selenio y control fluctuó en el rango de 426,62 y 654,05ng.rotífero-1 
(tabla 1), por otra parte con hierro, cobre, azufre, zinc y control oscilo entre 286,78 y 
414,61ng.rotífero-1 (tabla 2); indicando la existencia de diferencias altamente significativas 
(p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control (p<0,05) excepto entre el hierro y 
cobre. Valores de peso seco que se corresponden con la evolución de el peso orgánico 
(proteínas+lípidos+carbohidratos ng.rotífero-1) en el rango de 418,08-634,32 y 277,02-
400,00ng.rotífero-1 respectivamente; y por ende con el contenido de materia orgánica por 
rotífero (tablas 1-2). Lubzens et al.,1989 mencionan en sus investigaciones con Brachionus 
plicatilis que su valor nutricional dependerá de su peso seco, valor calórico y composición 
bioquímica y que es reflejo de la cantidad y calidad de su alimento. 
El peso seco de un rotífero es muy variable en la literatura es frecuente hallar valores 
entre 300 y 600 ng, por lo que es evidente que en base a calidad del alimento vía la 
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peso seco por rotífero y no la ración diaria de Phaeodactylum tricornutum la cual siempre fue 
constante (30,000 cel.rotifero-1) y que además satisfació las necesidades del rotífero. 
Lubzens et al.,1989 indican que el peso seco del rotífero dependerá por sobre todo del 
tamaño y estado nutricional. Yufera et al.,1997 demuestran que el peso seco de Brachionus 
plicatilis se encuentra dependiendo de la calidad del alimento y tasa reproductiva entre 600 y 
800 nanogramos por individuo. 
 
En cuanto al contenido de cenizas por rotífero como se puede observar en la figura 
5a y tabla 1 vario con respecto al elemento probado, de modo que con magnesio, calcio, 
silicio, selenio y control mostró un rango de oscilación entre 8,36 y 19,73ng.rotifero-1 donde 
el mínimo valor lo represento el control y el máximo el magnesio respectivamente; indicando 
la existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y con 
respecto al control (p<0,05). Cenizas generadas con hierro, cobre, azufre, zinc y control 
mostraron un contenido entre 9,56 y 14,60ng.rotifero-1 donde el mínimo valor es 
representado por el control y el máximo por el azufre existiendo diferencias altamente 
significativas (p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control (p<0,05) excepto 













Figura 5.- Contenido organismo: peso seco, materia orgánica y cenizas (ng.rotífero-1) respecto a la 
concentración de elementos en Phaeodactylum tricornutum en cultivo semicontinuo: (a) Mg2+, Ca2+, 
Si4+, Se2- (b) Fe3+, Cu2+ S2-, Zn2+. Media ± SD (n=3). 
 
 La incorporación independiente de Mg2+, Ca2+, Si4+, Se2-, Fe3+, S2-, Zn2+ y Cu2+ por 
Brachionus plicatilis vía Phaeodactylum tricornutum se puede observar en la figura 6 a-b y 
tablas 3-4; donde las cantidades de incorporación en el rotífero fueron muy variables lo que 
nos indicó la existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las 
condiciones (p<0,05), tablas 3-4. Tales diferencias concuerdan con los valores de cenizas en 
el rotífero reportados en todas las condiciones elementales, que además son evidentes en el 
comportamiento del peso seco y orgánico del rotífero vía el alimento. 
Existe poca información sobre a composición mineral de los rotíferos así mismo sobre 
el efecto de la dieta sobre esta, pero algunos resultados sugieren que alimentar rotíferos con 
Nannochloropsis sp incrementa ligeramente su contenido de sodio, potasio, zinc, cobre y 
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días menciona que dependiendo de la microalga empleada será el grado de acumulación de 
diferentes minerales, además de que el contenido de estos tiende a incrementarse en la 
medida en que se aumenta la tasa de renovación en cultivos en semicontinuo. Normalmente 
poca atención se ha prestado a la nutrición mineral de organismos acuáticos, algunos 
autores no lo consideran un factor determinante del valor nutritivo de la dieta (Watanabe et 
al., 1983). Sin embargo Robin, 1989 consiguió incrementar el crecimiento del rodaballo 
enriqueciendo rotíferos con una mezcla de minerales. La forma y concentración en la que se 
suministra un determinado elemento dada su importancia en procesos fisiológicos, 
metamórficos y de supervivencia es de crucial importancia en su bioacumulación a través de 
la cadena trófica. Ferreira, 2006 menciona en su disertación que es de relevante importancia 
tener en cuenta la biodisponibilidad de los elementos traza en el momento de formular los 
medios nutritivos ya que puede ser importante para mejorar la composición bioquímica de 
los organismos que forman parte de la cadena nutritiva en acuacultura, como resulto 













Figura 6.-Incorporación de elementos en Brachionus plicatilis alimentado con Phaeodactylum 
tricornutum enriquecida con: (a) S2-, Ca2+, Mg2+, Fe3+, Si4+, Zn2+ (b) Se2-, Cu2+. Media ± SD (n=3) 
 
 El contenido de ácidos grasos en Brachionus plicatilis mostró la misma tendencia que 
Phaeodactylum tricornutum (Frolov et al.,1991; Robin, 1995; Shin et al.,2008), cultivada con 
diferentes concentraciones de elementos; donde los ácidos grasos (AG) más abundantes 
entre un 6 y 36% están representados por el 14:0, 16:0 y el 16:1(n-7), estimándose en 
conjunto en un 58,8-69,26% del total. Otros AG monoinsaturados y poliinsaturados de 
cadena corta entre un 2 y 7% son el 16:3(n-3), 18:0, 18:1(n-9), 18:1(n-7), 18:2(n-6) y 
20:0; en tanto ácidos grasos con más de 20 carbonos que representan un rango de 0,5-
10,5% son el 20:4(n-6), 20:5(n-3), 22:5(n-3) y 22:6(n-3). Destacar que el ácido graso 
22:5(n-3) no aparecía como detectable en la biomasa microalgal. 
Cada elemento en el rotífero con la concentración ya descrita vía Phaeodactylum 
tricornutum, mostró diversos grados de evolución respecto a incrementar o decrecer 
porcentualmente tales AG. Siendo un hecho que en base a la concentración del ácido 
palmítico (16:0) y palmitoleico (16:1(n-7) fue posible la elongación y desaturación de la 
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ácido graso sintetasa (Huang et al.,2010) bondad característica de los rotíferos los cuales 
pueden sintetizar otros ácidos grasos de novo de cadena más larga, importantes y de 
concentración apreciable en el rotífero (Lubzens et al.,1985; Gurr et al.,2002; Shin et 
al.,2008), como lo fueron el 16:3(n-3), 18:0, 18:1(n-9), 18:1(n-7), 18:2(n-6), y 20:0 que 
originaron series de otros AG insaturados de cadena aun más larga como el 20:5(n-3), 
22:5(n-3) y 22:6(n-3) (tabla 5-6). Reitan et al.,1993 demostraron una mejoría significativa 
en el crecimiento, supervivencia y viabilidad de larvas de rodaballo a la metamorfosis, por la 
adición de determinadas microalgas ricas en ácidos grasos altamente poliinsaturados 
(PUFAs) a rotíferos. Sugiriendo que las microalgas contribuyen a la mejoría de los lípidos, 
especialmente el EPA y DHA, y el contenido en proteínas de los rotíferos (Øie et al.,1997) ya 
que los rotíferos por naturaleza son pobres en los requerimientos de PUFAs para estadios 
larvales tempranos (Bell et al.,2003). En el presente estudio destaca por su concentración el 
ácido graso eicosapentaenoico (Dunstan et al.,1994; Ying et al.,2000) como precursor de 
eicosanoides (Dyeberg, 1986) en larvas tempranas de organismos marinos, el cual fue 
acumulado en mayor concentración en todos los elementos probados con respecto al control 
con los siguientes valores Mg2+(8,73%), Ca2+(8,99%), Si4+(9,73%), Se2-(9,02%), 
Control(7,17%) en tanto que con Fe3+(8,66%), S2-(10,52%), Zn2+(8,09%), Cu2+(9,27%), 
Control(6,14%) indicándonos la existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) 
entre las condiciones y con respecto al control (p<0,05), tablas 5-6. Los valores de EPA 
según la concentración de los elementos evaluados en el presente estudio, se encuentran por 
debajo de lo reportado por Frolov et al.,1991 alimentando rotíferos con P. tricornutum los 
cuales mencionan obtener un 17,59% de EPA. Sin embargo Ying et al.,2000 menciona un 
rango de entre 6,5 y 19,5 % rango dentro de el cual caen nuestros resultados (tabla 5-6); 
mencionando tales autores que la existencia de diversas cepas o líneas de la especie y 
diversidad de sitios de donde han sido aisladas, así como la constitución del medio de cultivo 
trae consigo una gran variabilidad de sus lípidos totales así mismo los AG totales. Ácidos 
grasos como el 22:5(n-3) y 22:6(n-3) aparecen en la cuantificación de AG importantes 
debido a los procesos enzimáticos antes descritos; y como reflejo de la calidad de los lípidos 
de la microalga. Frolov et al.,1991 mencionan que la aparición y concentraciones de los 
anteriores AG en el rotífero son debidas a los periodos de alimentación encontrando estos 
autores un comportamiento lineal. Los ácidos grasos pueden proveer de información sobre el 
tipo y calidad de dieta ingerida (Dalsgaard et al.,2003). Matsumoto et al.,2009 mencionan 
que la inclusión de determinadas cantidades zinc así como de otros elementos traza influyen 
sobre la riqueza de ácidos grasos de la microalga Chlorella que influye a su vez sobre la 
calidad del rotífero el cual además funciona como un vehículo para que el zinc cubra los 
requerimientos funcionales de larvas de peces marinos así como supervivencia (Hamre et 
al.,2008) con elementos como el yodo y selenio los cuales incrementan la concentración de 
los ácidos grasos en el rotífero. Johnston et al.,2008 indican la importancia de la nutrición 
mineral de elementos como el calcio, cobalto, cobre, hierro, magnesio, manganeso, zinc, en 
todo el ciclo biológico de peces marinos sobre la calidad de huevos vía la vitelogenina lo que 
produce huevos con mejores perfiles de PUFAs. 
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El contenido de AGT ng.rotifero-1 que correspondió, del contenido lipídico de 
Brachionus plicatilis alimentado con Phaeodactylum tricornutum por elemento fue el 
siguiente: Mg2+(23,42%), Ca2+(32,19%), Si4+(27,70%), Se2-(31,30%), Control(23,65%) en 
tanto que con Fe3+(68,21%), S2-(26,96%), Zn2+(26,16%), Cu2+(61,83%), Control(35,29%). 
Respecto a tales porcentajes autores como Teshima et al.,1987; Frolov et al.,1991; Nagata 
and White, 1992; Fernández-Reiriz et al.,1993; Rainuzzo et al.,1997; Lubzens et al.,2001, 
mencionan que cerca del 34-43% de los lípidos en rotíferos son fosfolípidos y un 20-55% son 
triacilgliceroles, con pequeñas concentraciones de monoacilgliceroles, diacilgliceroles, 
esteroles, esteres esteroles, y ácidos grasos libres. Los fosfolípidos y triacilgliceroles 
muestran similares perfiles de ácidos grasos, pero estos son grandemente afectados por los 
lípidos proveídos en la alimentación del rotífero. Es en base a nuestros resultados que 
observamos cuan importante y variable resulta ser la inclusión de diferentes elementos en la 
modificación del perfil bioquímico en la cadena trófica. 
Se observaron importantes diferencias en la evolución porcentual y ng.rotífero-1 de 
los ácidos grasos saturados (AGS) mas los monoinsaturados (AGM) con respecto a los 
poliinsaturados (AGP), indicándonos la existencia en los dos casos, de diferencias altamente 
significativas (p=0,001) entre las condiciones de experimentación y con respecto al control 












Figura 7.- Evolución porcentual del contenido de ácidos grasos en Brachionus plicatilis alimentado con 
P. tricornutum en cultivo semicontinuo con: (a) Ca2+, Se2-, Si4+, Mg2+, (b) S2-, Fe3+, Cu2+, Zn2+. Media ± 
SD (n=3) 
 
Dentro del grupo de los ácidos grasos poliinsaturados se encuentran tres grandes 
familias, mediante las cuales se derivan los procesos de elongación a ácidos grasos de 
cadena larga como son la serie ω-9, ω-6 y ω-3; de los cuales las series importantes son la 
ω-3 y ω-6, así mismo la proporción entre estas dos series es de relevante importancia en el 
valor energético en cada uno de los niveles tróficos, aspecto que se ha descuidado en la 
nutrición de organismos marinos (Estévez et al.,1999), por lo que una mayor proporción de 
los ω-3 en la cadena trófica es imprescindible en efectivos mecanismos formadores de 
membrana durante la metamorfosis de organismos marinos (Reitan et al.,1994; Estévez and 
Kanazawa, 1995). Es así que las proporciones de ácidos grasos ω-3:ω-6 por rotífero 
mostraron diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de 
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de los AG ω-3:ω-6 en los elementos estudiados se encontró entre 2,24:1 y 4,32:1 (tabla 5-
6). 
Un aspecto importante desde el punto de vista nutricional en niveles superiores de la 
trama trófica alimenticia; es la proporción que existe del total de los ácidos grasos, el ácido 
eicosapentaenoico (20:5n-3 EPA) y el ácido araquidónico (20:4n-6 ARA), tal proporción 
EPA:ARA es muy importante en la alimentación de las primeras etapas de desarrollo larval.  
En los peces planos, la metamorfosis y el desarrollo de la pigmentación son 
controlados a nivel nervioso y neuroendocrinologico. En consecuencia, la producción anormal 
de eicosanoides en el cerebro como resultado de la alteración de los niveles de ARA y EPA 
trae consigo graves consecuencias para el desarrollo y la metamorfosis de las larvas de 
peces planos, incluyendo su anormal pigmentación; por lo que la proporción de EPA que 
promueve la formación de membranas a nivel celular sobre la proporción de ARA deberá ser 
siempre superior (Estévez et al.,1999).  
En Brachionus plicatilis la inclusión de diferentes concentraciones de Fe3+, S2-, Zn2+, 
Cu2+, Mg2+, Ca2+, Si4+, Se2- mediante la microalga Phaeodactylum tricornutum logramos 
modificar tales proporciones en el rango de 7,79:1% al 19,98:1% como se puede observar 
en las tablas 5-6 existiendo diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las 
condiciones de experimentación y con respecto a el control (p<0,05); resultados que 
superan los descritos por Frolov et al.,1991 encontrando una proporción de 3,09:1%. 
Sargent et al.,1999; Estévez et al.,2001; Bell et al.,2003 sugieren que una normal 
supervivencia, crecimiento, pigmentación y metamorfosis se logra cuando el alimento vivo 
posee una relación EPA:ARA de 4,1-4,2:1 y también con una proporción de EPA:ARA tan alta 
como 20:1; sin embargo relaciones entre 1,5:1, 0,4:1 y 0,3:1 son insuficientes para el 
correcto desarrollo larval. Relaciones descritas en la presente disertación cubren 
eficientemente tales necesidades mediante los rotíferos modificados por la alimentación con 
diferentes concentraciones de elementos, resultando que la adecuada nutrición mineral vía la 
cadena trófica resulta una excelente herramienta biotecnológica en la modificación del 
alimento vivo. Hamre at al.,2008 enriqueciendo rotíferos con una mezcla de yodo y selenio 
logro una proporción EPA:ARA de 7,2:1%, la cual fue superior en comparación con rotíferos 
sin enriquecer. 
La diversidad de elementos y sus concentraciones ya conocidas de igual modo 
ejercieron efecto en la relación EPA:DHA la cual se encontró en un rango entre 5,38:1 y 
9,08:1; indicando la existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las 
condiciones de experimentación y con respecto a el control (p<0,05) ver tablas 5-6.  
En lo que respecta al ácido graso docosahexaenoico (22:6n-3 DHA) la concentración 
porcentual de este con respecto al total de ácidos grasos estuvo presente en el rotífero en el 
rango de 1,02 y 1,45% del total de ácidos grasos (tablas 5-6), la presencia de dicho AG 
obedeció a la desaturación y elongación del AG 22:5n-3 (docosapentaenoico) el cual mostró 
una mayor concentración respecto al de DHA en el rango de 1,03 al 2,34% (tablas 5-6). 
Frolov et al.,1991 en su estudio sobre la composición bioquímica de Brachionus plicatilis 
menciona valores muy inferiores al presente estudio con 0,20%.  
En la actualidad, se ha prestado bastante atención a las investigaciones sobre la 
composición bioquímica y mineral de alimentos vivos, utilizados en la acuacultura, ya que el 
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cultivo exitoso de peces y numerosos invertebrados acuáticos depende en parte de la 
correspondencia de la calidad nutricional de la dieta con las necesidades nutricionales de los 
organismos cultivados. Entre las diversas especies de zooplancton, el rotífero Brachionus 
plicatilis es ampliamente utilizado como alimento vivo en la cría de las larvas de varios peces 
marinos y de agua dulce. 
El conocimiento de las peculiaridades y los rangos de variación de la composición bioquímica 
de los organismos utilizados como alimento vivo vía la nutrición mineral es necesaria, a fin 
de elegir el método más apropiado para aumentar el valor nutritivo de los organismos 
cultivados. Una de las características bioquímicas más importantes a las que más atención se 
da en la elección de un alimento apropiado es la composición de ácidos grasos de los lípidos. 
 
Artemia franciscana 
La evolución de la tasa de alimentación de Artemia franciscana con Phaeodactylum 
tricornutum en cultivo semicontinuo con diferentes elementos, desde metanauplio (1 Día 
Después de la Eclosión DDE) a preadulto (8-9 DDE), finalizando con el proceso de 
apareamiento (10-11 DDE) mostró un incremento en la ración alimenticia de 0,3x106cel.mL-1 
a 6,0x106cel.mL-1 por organismo (figura 8 a-b) lo cual dependió de la transparencia del 
medio de cultivo, de esta manera todo el alimento adicionado diariamente fue ingerido por 
Artemia (Abreu-Grobois et al.,1991;Sorgeloos et al.,1994). Se observó entre el día 1 y 3 de 
cultivo una lenta filtración de la ración alimenticia, corroborada en el conteo celular y 
transparencia en el medio de cultivo. Tal comportamiento pudo ser debido por manipulación, 
causante de estrés del organismo, un factor más la ración alimenticia, la cual pudo haber 
sido excedida en esos tres primeros días de cultivo; al respecto D’Agostino, 1980; Patiño, 
1995 recomiendan una ración alimenticia inicial de 25μg de microalgas (peso seco x 
metanauplio de Artemia), aunque en el presente estudio se administro en el inicio entre 3,99 
y 8,33μg de microalgas por organismo debido al peso seco celular de Phaeodactuylum 
tricornutum con diferentes elementos en cultivo (tablas 8-9), considerando lo descrito por 
Nimura 1963 el cual menciona que elevadas tasas de ingestión pueden retrazar el 
crecimiento de Artemia. Ulterior a este periodo (figura 8 a-b) la tasa de filtración de Artemia 












Figura 8.- Evolución del consumo (106cel.mL-1) de Phaeodactylum tricornutum (cultivada con diferentes 














1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11


































1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
























Control S0,1 Zn0,1 Cu0,1 Fe20,0
b
Capitulo 3: Evaluación poblacional, modificación bioquímica e incorporación de elementos unitarios por 




 Respecto a la supervivencia de Artemia al T11 alimentada con la diatomea 
Phaeodactylum tricornutum enriquecida con magnesio, calcio, silicio y selenio, mostró 
diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de experimentación y 
con respecto a el control (p<0,05) ver figura 9a; encontrándose en el rango entre el 66 y 
83%. En tanto que con hierro, azufre, zinc y cobre al T10 estuvo entre el 73 y 93% 
indicándonos la existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las 
condiciones de experimentación y con respecto a el control (p<0,05) ver figura 9b. Lora-
Vilchis et al.,2004 con la diatomea Chaetoceros gracilis obtiene una supervivencia del 86%. 
En tanto que Seixas et al.,2009; Ronsón-Paulín et al.,2009 con diferentes microalgas 
obtienen porcentajes en torno al 18 y 88%. Por otra parte Dhont and Van Stappen, 2003 
indican en diversos sistemas de cultivo en los mismos tiempos que el presente estudio, 
supervivencias en torno al 45 y 82%. Por otra parte Anh et al.,2009 en cultivos extensivos 
con alimentación en base al método de aguas verdes al día 11 de cultivo mostró 
supervivencias entre 52 y 54%. La variabilidad en la supervivencia de Artemia franciscana 
dependió como se puede observar del enriquecimiento y calidad de la microalga con que fue 
alimentada, la cual además influyo en el tiempo en el cual Artemia llego a su etapa adulta 
(8-9 DDE) y con ella al apareamiento (10-11 DDE) del 100% de los adultos, donde las 
hembras ya poseían desarrollado el ovisaco. Anh et al.,2009 en cultivos extensivos con 
alimentación en base al método de aguas verdes demostró al día 14 de cultivo una tasa de 













Figura 9.- Supervivencia de Artemia franciscana alimentada con Phaeodactylum tricornutum (cultivada 
y enriquecida con diferentes elementos): (a) Ca2+, Mg2+, Si4+, Se2-, (b) S2-, Fe3+, Cu2+, Zn2+. Media ± 
SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existe diferencia significativa (p<0,05) 
 
 Por lo que se refiere a la longitud total (LT) alcanzada por los adultos de los 
diferentes tratamientos al T11 se observó que con magnesio, calcio, silicio y selenio mostró 
un tamaño entre 6,16 y 6,81 mm-1 por organismo indicando la existencia de diferencias 
altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de experimentación y con respecto 
a el control (p<0,05) ver figura 10a. En cuanto a el hierro, azufre, zinc y cobre al T10 la LT 
exhibió diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de 
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y 9,33 mm-1 por adulto de Artemia. Lora-Vilchis et al.,2004 alimentando Artemia por 7 días 
con la diatomea Chaetoceros gracilis obtuvo tallas de solo 6,0 mm-1. En tanto que Seixas et 
al.,2009 alimentando con Rhodomonas lens, Tetraselmis suecica, Isochrysis galbana y 
Nannocloropsis gaditana al T8 obtuvo LT en torno a 1,5 y 4,9 mm. Por otra parte Anh et 
al.,2009 en cultivos extensivos con alimentación en base al método de aguas verdes 
demostró valores superiores a los nuestros pero al día 14 de cultivo, demostrando LT en el 
rango de 8,8 y 9,4mm, en tanto que Ronsón-Paulín et al.,2009 al día 14 de cultivo con 
Tetraselmis suecica, Nannocloropsis sp y mezcla de estas con y sin probióticos obtiene tallas 
entre 5,2 y 7,65 mm por individuo. Sin embargo Dhont and Van Stappen, 2003 citan que 
después de 2 semanas de cultivo con diferentes dietas vivas o inertes es posible que los 
preadultos o adultos de Artemia en promedio posean una longitud de 5 mm; nuestros 
resultados superan dichos valores al T10-11. . Fábregas et al.,1996, 1998; Evjemo and Olsen, 
1999, señalan que diferentes concentraciones de alimento influyen sobre el crecimiento y la 
reproducción de Artemia franciscana; en el presente estudio para todos los elementos 
probados, las tasas de alimentación fueron las mismas, alterando solo la calidad de la dieta 
vía el enriquecimiento con los diferentes elementos, lo que nos demostró que la variabilidad 













Figura 10.- Longitud total (mm) de Artemia franciscana alimentada con Phaeodactylum tricornutum 
(cultivada y enriquecida con diferentes elementos): (a) Ca2+, Mg2+, Si4+, Se2-, (b) S2-, Fe3+, Cu2+, Zn2+. 
Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existe diferencia significativa 
(p<0,05) 
 
En lo que se refiere a la tasa de conversión alimenticia (TCA) y porcentaje de 
eficiencia de crecimiento (%EC), por Artemia al tiempo T10-11, alimentadas con la diatomea 
Phaeodactylum tricornutum enriquecida en las concentraciones de elementos ya conocidas, 
fue muy variable mostrando los siguientes valores : magnesio(3,45-29,01%), calcio(2,48-
40,35%), silicio(2,75-36,31%), selenio(3,06-32,69%) y control(2,35-29,84%) indicándonos 
en ambos casos la existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las 
condiciones y con respecto al control (p<0,05). En tanto que la TCA y %EC de Artemia con 
hierro, cobre, azufre y zinc con respecto al control fue (4,48-22,31%), (3,44-29,07%), 
(2,28-43,70%), (1,84-54,20%) y (2,43-41,11%) respectivamente, indicándonos en ambos 
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con respecto al control (p<0,05). Los valores de TCA nos indican cuan eficiente es Artemia 
vía la microalga enriquecida con el elemento para ganar peso o crecer; Lora-Vilchis et 
al.,2004 alimentando con la diatomea Chaetoceros gracilis obtiene TCA de 2,23 valores 
comparables en eficiencia con los demostrados en el presente estudio. Sin embargo Seixas 
et al.,2009 alimentando con Rhodomonas lens y Tetraselmis suecica obtiene mayores TCA 
entre 6,5 y 6,2 respectivamente. El comportamiento de las anteriores variables nos da una 
idea de cuan importantes son ciertos elementos en la calidad del alimento vía la cadena 
trófica y su desempeño nutricional sobre variables operacionales de cultivo.  
 
La calidad de Phaeodactylum tricornutum debida al enriquecimiento con diferentes 
elementos en concentraciones conocidas, demostró diferentes velocidades de crecimiento 
(VC) en Artemia (mm.día-1): magnesio-0,57, calcio-0,61, silicio-0,59, selenio-0,62, control-
0,56, demostrándonos la existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre 
las condiciones y con respecto al control (p<0,05) excepto entre el control y el magnesio. En 
tanto que con hierro-0,72, cobre-0,84, zinc-0,72, azufre-0,63, control-0,54 la oscilación 
demostró la  existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las 
condiciones y con respecto al control (p<0,05). Las mejores velocidades de crecimiento se 
obtuvieron con hierro, cobre y zinc. Lora-Vilchis et al.,2004 en su estudio sobre la tasa de 
crecimiento en Artemia con diferentes dietas obtiene con la diatomea Chaetoceros gracilis 
velocidades de crecimiento muy cercanas a nuestros resultados en el rango de 0,44 y 0,56 
mm.día-1.  Sick 1976 indica que altas VC en Artemia alimentada con Dunaliella viridis son 
debidas a la ausencia de pared celular y al alto contenido de proteína celular y contenido 
energético sin embargo Phaeodactylum tricornutum posee una pared celular rígida lo que 
nos muestra que esta y las anteriores características no son las únicas razones por las cuales 
el alto valor alimenticio de una microalga, debiéndose agregar que en el presente estudio el 
enriquecimiento mineral de la dieta es un factor más el cual influye en el valor alimenticio de 
la dieta y por ende en el siguiente nivel trófico. 
 
El peso seco ganado por los adultos de Artemia franciscana en base al elemento en la 
alimentación fue muy variable de modo que con magnesio, calcio, silicio, selenio y control 
osciló al T11 en el rango de 139,19 y 261,41μg.artemia
-1 (tabla 8), por otra parte con hierro, 
cobre, azufre, zinc y control al T10 oscilo entre 173,72 y 348,16μg.artemia
-1 (tabla 9); 
indicándonos en todos los casos la existencia de diferencias altamente significativas 
(p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control (p<0,05). Tales valores de peso 
seco, se corresponden con la evolución de el peso orgánico (proteínas+lípidos+carbohidratos 
μg.artemia-1) en el rango de 131,19-244,08 y 163,58-328,15μg.artemia-1 respectivamente; 
y por ende con el contenido de materia orgánica por adulto de Artemia (tablas 8-9). Lora-
Vilchis et al.,2004 alimentando Artemia con la diatomea Chaetoceros gracilis obtuvo al día 7 
un peso orgánico de 252,9μg.artemia-1, Seixas et al.,2009 alimentando con Nannocloropsis 
gaditana, Isochrysis galbana, Tetraselmis suecica y Rhodomonas lens al T8 obtuvo pesos 
entre 25,7 y 111,2 μg.artemia-1. Por otra parte Anh et al.,2009 en cultivos extensivos con 
alimentación en base al método de aguas verdes al día 5 de cultivo obtiene pesos entre 310 
y 320μg.artemia-1. Ronsón-Paulín et al.,2009 al día 14 de cultivo con Tetraselmis suecica, 
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Nannocloropsis sp y mezcla de estas con y sin probióticos obtiene pesos entre 140 y 
470μg.artemia-1. Resultados que nos indican que la variabilidad en la calidad nutritiva de la 
microalga influyen en la nutrición y crecimiento del organismo; calidad nutricional que en 
nuestro estudio fue posible modificar vía el enriquecimiento mineral de la microalga lo que 
impacto en el desempeño nutricional de Artemia para la generación de peso.  
 
En cuanto al contenido de cenizas por adulto de Artemia como se puede observar en 
la figura 11a y tabla 8 vario con respecto al enriquecimiento del elemento en Phaeodactylum 
tricornutum, de modo que con magnesio, calcio, silicio, selenio y control mostró un rango de 
oscilación entre 8,00 y 17,74μg.artemia-1 donde el mínimo valor lo represento el control y el 
máximo el silicio respectivamente; indicando la existencia de diferencias altamente 
significativas (p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control (p<0,05). Cenizas 
generadas con hierro, cobre, azufre, zinc y control mostraron un contenido entre 10,14 y 
20,01μg.artemia-1 donde el mínimo valor es representado por el control y el máximo por el 
zinc existiendo diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y con 
respecto al control (p<0,05) (figura 10b y tabla 9). Dhont and Van Stappen, 2003 
mencionan que diversos autores, citan en cultivos de Artemia adulta en condiciones de 
laboratorio porcentajes de cenizas en torno al 5 y 22% con diversos orígenes geográficos, así 
mismo Anh et al.,2009 en cultivos extensivos con alimentación en base al método de aguas 
verdes indican valores que oscilan entre 15 y 16%. En el presente estudio nuestros 














Figura 11.- Contenido organismo: peso seco, materia orgánica y cenizas (μg.artemia-1) respecto la 
concentración de elementos en Phaeodactylum tricornutum en cultivo semicontinuo: (a) Mg2+, Ca2+, 
Si4+, Se2- (b) Fe3+, Cu2+ S2-, Zn2+. Media ± SD (n=3). 
 
 La incorporación independiente de Mg2+, Ca2+, Si4+, Se2-, Fe3+, S2-, Zn2+ y Cu2+ por 
los adultos de Artemia franciscana vía Phaeodactylum tricornutum se puede observar en la 
figura 12 a-b y tablas 10-11; donde las cantidades de incorporación en Artemia en base al 
elemento fueron muy variables, lo que nos indica la existencia de diferencias altamente 
significativas (p=0,001) entre las condiciones (p<0,05), tablas 10-11. Tales diferencias 
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que además son evidentes en el comportamiento del peso seco y orgánico de Artemia vía el 
alimento. Reinfelder et al.,1998, sugieren que la bioacumulación de un elemento se basa en 
modelos conceptuales sencillos en donde la concentración del elemento en el organismo esta 
controlada por el equilibrio entre el consumo, eliminación y crecimiento, tal y como ocurre en 
bivalvos, copepodos, rotíferos y Artemia (Wang and Fisher, 1998) y como vía de 
bioacumulación las microalgas (Lee and Luoma, 1998). La eficiencia de asimilación en los 
hidrobiontes es directamente proporcional al contenido citoplasmático del elemento en las 
células microalgales que sirven de alimento en copepodos y larvas de bivalvos (Reinfelder 
and Fisher, 1991;1994; Hutchins et al.,1995). La eficacia de Artemia como un transportador 
de bioproductos de importancia dietética en niveles superiores de la cadena trófica es 
posible, por ejemplo productos liposolubles administrados a través de una emulsión, 
compuestos solubles en agua a través de liposomas (Hontoria et al.,1994; Tonheim et 
al.,2000; Monroig et al., 2003, 2006; Nordgreen et al.,2007) portador de microcápsulas 
(Sakamoto et al.,1982; Medina-Reyna et al.,2002a, b, c; Medina-Reyna et al.,2005); y como 
demuestra el presente estudio el transporte y bioacumulación indirecta o directa de 
elementos minerales importantes en marcados procesos fisiológicos y limitatorios de 
deformaciones esqueléticas en estadios tempranos y postlarvales de diferentes especies 
marinas (Nguyen et al.,2008). El enriquecimiento vía la cadena trófica incluso modifica la 
composición de ácidos grasos y supervivencia de larvas de pargo; lo que sería una 
importante herramienta biotecnológica a fin de mejorar la calidad de la cría larvaria de peces 
marinos en laboratorio. La utilidad del método de bioencapsulation por Artemia queda 















Figura 12.-Incorporación de elementos en Artemia franciscana alimentada con Phaeodactylum 
tricornutum: (a) Mg2+, Ca2+, Si4+, Se2- (b) S2-, Cu2+, Fe3+, Zn2+. Media ± SD (n=3) 
 
 La inclusión de las concentraciones óptimas (capitulo 1) de magnesio, calcio, silicio, 
selenio, hierro, cobre, azufre y zinc con respecto a un control para la máxima generación de 
biomasa celular en Phaeodactylum tricornutum produjeron diferentes efectos como alimento 
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celular con magnesio, calcio, silicio y selenio mostró la siguiente disposición bioquímica 
Proteínas>Carbohidratos>Lípidos(pg.cel-1), en tanto que en Artemia una vez consumida 
la microalga la disposición fue Proteínas>Lípidos>Carbohidratos(μg.artemia-1) en la 
mayoría de los casos (figura 13 a-b); en el caso de la biomasa celular con hierro, cobre, 
azufre y zinc reveló el siguiente orden en la composición proximal 
Carbohidratos>Proteínas>Lípidos(pg.cel-1), y una vez consumida la microalga por 
Artemia Proteínas>Lípidos>Carbohidratos (μg.artemia-1) en la totalidad de los casos 














Figura 13.- Evolución de la composición bioquímica de Phaeodactylum tricornutum (pg.cel-1) y de 















Figura 13.- Evolución de la composición bioquímica de Phaeodactylum tricornutum (pg.cel-1) y de 
Artemia franciscana (μg.artemia-1) con respecto a S2-, Cu2+, Zn2+, Fe3+ (c,d). 
 
 En orden de importancia energética el contenido de proteína en Artemia franciscana 
fue el mayor combustible bioquímico (figura 13 b-d), una vez cultivada con la microalga y 
concentraciones conocidas de magnesio, calcio, silicio, selenio y control, mostrando los 
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existiendo diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y con 
respecto al control (p<0,05), ver tabla 8. Por lo que respecta al hierro, cobre, azufre, zinc y 
control se obtuvo 113,02, 109,70, 124,89, 232,02 y 110,25μg.artemia-1 respectivamente; 
existiendo diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y con 
respecto al control (p<0,05) (tabla 9).  
 En tanto que el segundo combustible lo constituyó el contenido de lípidos (figura 13 
b-d) que para el magnesio, calcio, silicio, selenio y control mostró 40,93, 68,76, 55,34, 
36,91 y 27,94μg.artemia-1 (tabla 8), en tanto que para el hierro, cobre, azufre, zinc y control 
reveló valores de 32,31, 30,08, 66,98, 65,11 y 31,37μg.artemia-1 (tabla 9), indicando 
diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control 
(p<0,05).  
 Por lo que respecta a los carbohidratos (figura 13 b-d) valores de 23,78, 34,11, 
34,31, 26,01 y 17,46μg.artemia-1 estuvieron presentes en magnesio, calcio, silicio, selenio y 
control comparativamente (tabla 8) así como 26,60, 26,17, 40,85, 31,02 y 20,96μg.artemia-
1 en hierro, cobre, azufre, zinc y control; indicando la existencia de diferencias altamente 
significativas (p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control (p<0,05) excepto 
entre el calcio y el silicio (tabla 8); y entre el hierro y cobre (tabla 9).  
 
Cuando el contenido de proteína se considera como porcentaje de la fracción 
orgánica, el valor de proteína según la concentración del elemento probado fluctúo entre 
54,12 y 70,70% figura 14 a-b y tablas 8-9. Seixas et al.,2009 en juveniles de 5 días 
alimentados con Tetraselmis suecica y Rhodomonas lens obtuvieron entre un 63 y 68% 
respectivamente en tanto que Anh et al.,2009 en cultivos extensivos con alimentación en 
base al método de aguas verdes describe entre un 55 y 56%. Los valores del presente 
estudio superan a los descritos por Dhont and Van Stappen, 2003 para adultos de Artemia 
con un 39-67%. Los adultos de Artemia poseen una mayor cantidad de proteína que los 
nauplios dado por la dieta; así como un mayor contenido de los 10 principales aminoácidos 
esenciales que son considerados como necesarios por las larvas de peces. 
Por lo que respecta a la fracción orgánica de los lípidos revelaron un rango de 
variación entre 18,13 y 28,41% figura 14 a-b y tablas 8-9. Zhukova et al.,1998 indican que 
los porcentajes de asimilación de lípidos en Artemia responden a la variedad y calidad 
encontrada en la especie microalgal con que fue alimentada; en nuestro estudio tal calidad 
del alimento dependió de su enriquecimiento con diferentes elementos; Phaeodactylum 
tricornutum es rica en lípidos polares los cuales en Artemia después de una semana de 
alimentación pueden representar hasta un 52% del total de la composición lípidica. Seixas et 
al.,2009 alimentando juveniles por 5 días con Rhodomonas lens y Tetraselmis suecica 
demuestra un contenido entre 12 y 15%, Anh et al.,2009 en cultivos extensivos con 
alimentación en base al método de aguas verdes obtiene porcentajes en torno al 14%, en 
tanto que Dhont and Van Stappen, 2003 citan que varios autores han descrito porcentajes 
lipídicos en adultos en torno al 4 y 31% y en carbohidratos obtienen entre un 4 y 20%, 
valores dentro de los cuales caen los resultados para esa fracción en el presente estudio con 
un comportamiento entre 9,45 y 17,32% figura 14 a-b y tablas 8-9. Anh et al.,2009 reporta 
porcentajes entre un 14 y 15%. 
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Es así que la fracción orgánica hace más evidente la compartimentalización de los 
combustibles bioquímicos en Artemia franciscana además de ser evidente que la calidad del 
alimento vía la diversidad de elementos promovió la calidad proximal de Artemia. Es sabido 
además que la ración alimenticia afecta la tasa reproductiva de Artemia y su contenido de 













Figura 14.- Porcentaje de proteínas, lípidos y carbohidratos en Artemia franciscana respecto la 
concentración de elementos en Phaeodactylum tricornutum en cultivo semicontinuo: (a) Mg2+, Ca2+, 
Si4+, Se2-, (b) Fe3+, S2-, Cu2+,Zn2+. 
 
 En lo que concierne al valor calórico (VC) por Artemia en base a la calidad nutricional 
de Phaeodactylum tricornutum vía el magnesio, calcio, silicio, selenio y control mostró un 
rango de variación entre 3,46 y 6,69x10-6J.artemia-1 indicando la existencia de diferencias 
altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control (p<0,05) 
(tabla 8); en tanto que vía el hierro, cobre, azufre, zinc y control manifestó una oscilación 
entre 4,26 y 8,66x10-6J.artemia-1 existiendo diferencias altamente significativas (p=0,001) 
entre las condiciones (p<0,05) excepto entre el control y el cobre (tabla 9). Los valores aquí 
descritos de VC superan los referidos por Seixas et al.,2009 en su estudio de alimentación 
con Tetraselmis suecica y Rhodomonas lens al T5 con 1,16 y 1,35x10
-6J.artemia-1. 
Demostrando nuestros resultados que la calidad del alimento de Artemia vía el 
enriquecimiento mineral en la microalga demuestra diversos grados de calidad de Artemia en 
cultivo. 
 
En lo referente al contenido de ácidos grasos en Artemia franciscana este fue 
modulado por la calidad de Phaeodactylum tricornutum (Frolov et al.,1991; Robin, 1995; 
Zhukova et al.,1998) enriquecida con diferentes concentraciones de elementos (capitulo 1); 
donde los ácidos grasos (AG) más abundantes entre un 5 y 40% están representados por el 
14:0, 16:0 y el 16:1(n-7), estimándose en conjunto en un 57,84-76,07% del total, 
resultados que superan los establecidos por Dhont and Van Stappen, 2003, con un 40-60%. 
Seixas et al.,2009 mencionan que alimentando con diferentes microalgas el acido graso 
saturado mas abundante es el 16:0. Otros AG monoinsaturados y poliinsaturados en 
conjunto de cadena corta entre un 20,11 y 34,67% son el 16:2(n-6), 16:2(n-4), 16:3(n-3), 
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ácidos grasos en conjunto, con más de 20 carbonos representan un rango de entre el 4,35 y 
9,95% siendo el 20:4(n-6 AA), 20:5(n-3 EPA), 22:0 y 22:6(n-3 DHA). Donde el AG AA fue 
posible detectarlo entre un 0,13 y 0,76%, en tanto que Seixas et al.,2009 alimentando con 
otras microalgas obtiene una concentración de solo el 0,4%. Destacar que el ácido graso 
22:6(n-3) no aparecía como detectable en la biomasa microalgal al respecto Zhukova et 
al.,1998 indica que el metabolismo de los lípidos en Artemia es poco conocido ya que se ha 
observado la capacidad de este microcrustáceo para poder sintetizar mayores cantidades de 
novo de 16:0 y 18:0 que los encontrados en la dieta y elongar a partir del 18:2(n-6) hacia 
ácidos grasos de cadena mas larga como ocurre con algunos crustáceos. Cada elemento en 
Artemia franciscana en la concentración ya descrita vía Phaeodactylum tricornutum, 
demostró diversos grados de evolución respecto a incrementar o decrecer porcentualmente 
tales AG. 
En la presente disertación destaca por su concentración el ácido graso 
eicosapentaenoico (20:5(n-3) EPA) (Dunstan et al.,1994; Ying et al.,2000) que forma parte 
del equilibrio en la formación de eicosanoides (Dyeberg, 1986; Sargent et al.,1993) en larvas 
tempranas de organismos marinos; los eicosanoides formados desde el EPA son menos 
activos biológicamente que los eicosanoides derivados de ARA, sin embargo el EPA es 
importante en la modulación de producción de eicosanoides por competir por los mismos 
sistemas enzimáticos que convierten ARA a eicosanoides (Sargent, 1995); así mismo 
contribuir en el equilibrio con el DHA a procesos de normal pigmentación. EPA fue acumulado 
en mayor concentración en todos los elementos probados con respecto al control con los 
siguientes valores Mg2+(5,71%), Ca2+(7,45%), Si4+(4,96%), Se2-(5,54%), Control(3,63%) 
en tanto que con Fe3+(6,34%), S2-(8,29%), Zn2+(9,56%), Cu2+(6,54%), Control(4,35%) 
indicándonos la existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las 
condiciones y con respecto al control (p<0,05),ver tablas 12-13. Hamre and Harboe, 2008 
en equilibrio con ARA y DHA y un 9% de EPA enriquecido en Artemia logra una normal 
pigmentación de larvas de Hippoglossus hippoglossus. Indicar que el contenido porcentual de 
EPA en la dieta enriquecida con los elementos y concentraciones ya descritas (capitulo 1); en 
la mayoría de los casos estuvieron por encima de los valores porcentuales encontrados en 
Artemia una vez alimentada (tablas 12-13) con dicha dieta; tal variación es debida a que 
este microcrustáceo posee una marcada propensión a retroconvertir ácidos grasos de cadena 
larga a corta (Evjemo et al.,1997; Navarro et al., 1999) tanto en cantidad como en calidad 
en función del tiempo de enriquecimiento o alimentación, lo que nos indicaría que los emplea 
en procesos de crecimiento y maduración sexual, que son indicativos de los valores ya 
descritos de TCA y %EC. Sin embargo a pesar de dichos procesos de desenlongación, son 
valores superiores a los descritos por Seixas et al.,2009, los cuales alimentando con 
Tetraselmis suecica y Rhodomonas lens refieren valores de 4,2 y 6,5% de EPA. 
 
El contenido de AGT μg.artemia-1 que correspondió del contenido lipídico de Artemia 
franciscana, alimentada con Phaeodactylum tricornutum enriquecida con cada elemento fue 
el siguiente: Mg2+(94,50%), Ca2+(55,48%), Si4+(59,37%), Se2-(60,52%), Control(57,52%) 
en tanto que con Fe3+(87,33%), S2-(57,78%), Zn2+(68,53%), Cu2+(97,87%), 
Control(60,92%). Bell et al.,2003 mencionan que existen dificultades en el apropiado 
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enriquecimiento de Artemia con EPA y DHA lo que es un importante obstáculo para su 
idoneidad como presa viva en la alimentación de larvas de peces marinos. La pobre 
capacidad de enriquecimiento con EPA y DHA puede ser explicada por el alto contenido de 
lípidos libres antes y después del enriquecimiento especialmente triacilgliceroles, con 
pequeñas concentraciones de monoacilgliceroles, diacilgliceroles, esteroles, esteres esteroles, 
y en particular ácidos grasos libres de escaso valor nutritivo (Takeuchi et al.,1992; McEvoy 
et al.,1996); que en el presente estudio fueron corregidos mediante la calidad y riqueza de 
fosfolípidos por el alimento con Phaeodactylum tricornutum enriquecido con diferentes 
elementos. Es en base a nuestros resultados que observamos cuan importante y variable 
resulta ser la inclusión de diferentes elementos en la modificación del perfil bioquímico en la 
cadena trófica. Dhont and Van Stappen, 2003; McEvoy et al.,1996 mencionan que los 
tiempos de enriquecimiento o crecimiento en Artemia influyen en lo calidad y cantidad de los 
lípidos presentes variando de un 23 a un 17% los fosfolípidos y de un 58 a un 64% los 
triacilgliceroles, situación que nos explicaría la disminución del porcentaje de EPA en Artemia 
con respecto a la dieta. 
 
Se observaron importantes diferencias con respecto a los diferentes elementos en la 
evolución porcentual y μg.artemia-1 de los ácidos grasos saturados (AGS entre un 18,72 y 
51,15%) mas los monoinsaturados (AGM oscilando entre 38,12 y 70,74%) con respecto a los 
poliinsaturados (AGP fluctuando entre 9,11 y 14,13%), indicándonos la existencia en ambos 
grupos (AGS+AGM y AGP), de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las 
condiciones de experimentación y con respecto al control (p<0,05) (figura 15 a-b y tablas 
12-13). Seixas et al.,2009 alimentando con diferentes microalgas demuestra valores de 35-













Figura 15.- Evolución porcentual del contenido de ácidos grasos en Artemia franciscana alimentado con 
P. tricornutum en cultivo semicontinuo con: (a) Mg2+, Se2-, Si4+, Ca2+ (b) Zn2+, S2-, Cu2+,Fe3+. Media ± 
SD (n=3) 
 
Los ácidos grasos poliinsaturados contienen tres grandes familias, mediante las 
cuales se derivan los procesos de elongación a ácidos grasos de cadena larga como son la 
serie ω-9, ω-6 y ω-3; de los cuales las series importantes son la ω-3 y ω-6, así mismo la 
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uno de los niveles tróficos, aspecto que se ha descuidado en la nutrición de organismos 
marinos (Estévez et al.,1999), por lo que una mayor proporción de los ω-3 en la cadena 
trófica es imprescindible en efectivos mecanismos formadores de membrana durante la 
metamorfosis de organismos marinos (Reitan et al.,1994; Estévez and Kanazawa, 1995). Es 
así que las proporciones de ácidos grasos ω-3:ω-6 después del enriquecimiento en Artemia 
franciscana mostraron diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones 
de experimentación con respecto al control (p<0,05) ver tablas 12 y 13. La proporción 
porcentual de los AG ω-3:ω-6 con los elementos estudiados se encontró entre 1,89:1 y 
8,49:1 (tabla 12-13). 
Un aspecto importante desde el punto de vista fisiológico y nutricional en niveles 
superiores de la trama trófica alimenticia; es la proporción que existe del total de los ácidos 
grasos, el ácido eicosapentaenoico (20:5n-3 EPA) y el ácido araquidónico (20:4n-6 ARA), tal 
proporción EPA:ARA es muy importante en la alimentación de las primeras etapas de 
desarrollo larval; ya que son componentes importantes de las bicapas de fosfolípidos de las 
membranas celulares. Excesos en la producción de eicosanoides derivados de ARA en el 
cerebro o en la pituitaria alteran el control neuroendocrino de los procesos implicados en el 
desarrollo de la pigmentación durante la metamorfosis de organismos marinos especialmente 
larvas de peces. 
En los peces planos, la metamorfosis y el desarrollo de la pigmentación son 
controlados a nivel nervioso y neuroendocrinologico. En consecuencia, la producción anormal 
de eicosanoides en el cerebro como resultado de la alteración de los niveles de ARA y EPA 
trae consigo graves consecuencias para el desarrollo y la metamorfosis de las larvas de 
peces planos, incluyendo su anormal pigmentación; por lo que la proporción de EPA que 
promueve la formación de membranas a nivel celular sobre la proporción de ARA deberá ser 
siempre superior (Estévez et al.,1999). 
Resultado de nuestras investigaciones en Artemia franciscana la cual fue alimentada 
con la microalga Phaeodactylum tricornutum enriquecida con diferentes concentraciones de 
Fe3+, S2-, Zn2+, Cu2+, Mg2+, Ca2+, Si4+ y Se2- es que logramos variar la proporcion EPA:ARA 
en el rango de 5,72:1% al 43,92:1% como se puede observar en las tablas 12 y 13 
existiendo diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de 
experimentación y con respecto a el control (p<0,05). Sargent et al.,1999; Copeman et 
al.,1999; Estévez et al.,2001; Bell et al.,2003 sugieren que una normal supervivencia, 
crecimiento, pigmentación y metamorfosis se logra cuando el alimento vivo posee una 
relación EPA:ARA de 4,1-4,2:1 y también con una proporción de EPA: ARA tan alta como 
20:1; sin embargo relaciones entre 1,5:1, 0,4:1 y 0,3:1 son insuficientes para el correcto 
desarrollo larval. Relaciones descritas en la presente disertación cubren eficientemente tales 
necesidades mediante Artemia franciscana modificada por la alimentación con 
Phaeodactylum tricornutum enriquecida con diferentes concentraciones de elementos. 
Resultando que la adecuada nutrición mineral vía la cadena trófica resulta una excelente 
herramienta biotecnológica en la modificación del alimento vivo. 
Actualmente, se esta prestado bastante atención a las investigaciones sobre la 
composición bioquímica y mineral de alimentos vivos, utilizados en la acuacultura, ya que el 
cultivo exitoso de peces y numerosos invertebrados acuáticos depende en parte de la 
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correspondencia de la calidad nutricional de la dieta con las necesidades nutricionales de los 
organismos cultivados. Entre las diversas especies de zooplancton, el microcrustaceo Artemia 
franciscana es necesariamente utilizado como el tercer eslabón alimenticio vivo en la cría de 
estadios tempranos de crustáceos y larvas de varios peces marinos y de agua dulce. 
El conocimiento de las peculiaridades y los rangos de variación de la composición bioquímica 
de los organismos utilizados como alimento vivo vía la nutrición mineral es necesaria, a fin 
de elegir el método más apropiado para incrementar el valor nutritivo de los organismos 
cultivados. Una de las características bioquímicas más importantes a la que más atención se 
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Cultivo del Rotifero Brachionus plicatilis alimentado con Phaeodactylum tricornutum 
(cultivo semicontinuo) y elementos óptimos (modificado de Fábregas et al., 1984). 
Concentración de nutrientes 4 mg át. N/L y tasa de renovación 30%.día-1 
 Contro
l 
Silicio1,0mM Selenio1,0mM Calcio1,0mM Magnesio1,0mM 
Densidad célular 























F.O. célular      
%proteína en F.O. 39,15 30,51 31,52 31,05 36,62 
% carboh. en F.O. 29,50 41,99 38,17 39,07 31,59 
% lípidos en F.O. 31,35 27,49 30,31 29,87 31,79 
F.O. Rotifero 











% carboh. en F.O. 16,63 19,38 17,87 20,05 19,97 











































































      
Peso orgánico 
(ng.rotifero -1 ) 

























































































































































RelaciónC:N(átomos) 6,83 7,69 7,43 7,75 7,45 
Los valores aquí presentes son la media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple 
de Tukey), existe diferencia significativa (p<0,05). 
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Cultivo del Rotifero Brachionus plicatilis alimentado con Phaeodactylum 
tricornutum (cultivo semicontinuo) y elementos óptimos (modificado de Fabregas 
et al., 1984). Concentración de nutrientes 4 mg át. N/L y tasa de renovación 
30%.día-1 
 Control Azufre0,1mM Zinc0,1mM Cobre0,1mM Hierro20,0mM 
Densidad célular 























F.O. célular      
%proteína en F.O. 39,93 36,76 36,51 36,97 37,72 
% carboh. en F.O. 29,52 32,85 38,01 36,91 33,54 
% lípidos en F.O. 30,55 30,39 25,48 26,12 28,73 
F.O. Rotifero 











% carboh. en F.O. 17,64 21,58 19,64 17,90 18,40 
% lípidos en F.O. 26,47 27,84 29,02 26,21 26,37 
Proteínas (pg.célula-









































































      

























































































































































RelaciónC:N(átomos) 5,94 6,26 6,10 6,07 6,16 
Los valores aquí presentes son la media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple 
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Cultivo de Artemia franciscana alimentada con Phaeodactylum tricornutum (cultivo 
semicontinuo) y elementos óptimos (modificado de Fábregas et al., 1984). 
Concentración de nutrientes 4 mg át. N/L y tasa de renovación 30%.día-1 
 Control Silicio1,0mM Selenio1,0mM Calcio1,0mM Magnesio1,0mM
Densidad célular 























F.O. célular      
%proteína en F.O. 46,73 36,63 46,39 39,69 39,10 
% carboh. en F.O. 29,65 36,79 29,57 32,47 38,54 
% lípidos en F.O. 23,61 26,58 24,04 27,84 22,36 
F.O. Artemia 











% carboh. en F.O. 13,31 15,92 15,65 13,97 14,34 











































































      
Peso orgánico 
(µg.artemia -1 ) 

























































































































































RelaciónC:N(átomos) 6,51 6,75 6,45 6,53 6,58 
Los valores aquí presentes son la media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple 
de Tukey), existe diferencia significativa (p<0,05) 
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Cultivo de Artemia franciscana alimentada con Phaeodactylum tricornutum (cultivo 
semicontinuo) y elementos óptimos (modificado de Fabregas et al., 1984). 
Concentración de nutrientes 4 mg át. N/L y tasa de renovación 30%.día-1 
 Control Azufre0,1mM Zinc0,1mM Cobre0,1mM Hierro20,0mM
Densidad célular 























F.O. célular      
% proteína en F.O. 67.81 39,04 41,76 41,11 33,44 
% carboh. en F.O. 12,89 39,35 42,96 43,82 45,18 
% lípidos en F.O. 19,29 21,61 15,29 15,07 21,37 
F.O. Artemia 











% carboh. en F.O. 13,84 17,32 9,45 15,76 15,47 
% lípidos en F.O. 19,21 28,41 19,84 18,13 18,74 





































P. orgánico pg.cel-1 12,17 16,07 18,49 17,35 23,72 
Proteínas 



































      
Peso orgánico 
(µg.artemia -1 ) 

























































































































































RelaciónC:N(átomos) 6,16 6,36 5,64 5,52 5,84 
Los valores aquí presentes son la media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple 



























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Evaluación poblacional, modificación bioquímica e incorporación de elementos 
unitarios por Artemia franciscana y Brachionus plicatilis, ocasionada por el 
enriquecimiento en cultivo con Isochrysis galbana var. T-iso, cultivada en 
sistema semicontinuo, con una tasa de renovación del 30% y concentración óptima 










Capitulo 4: Evaluación poblacional, modificación bioquímica e incorporación de elementos unitarios por 





La bioencapsulación o enriquecimiento es ahora, una práctica muy común en la cría 
en condiciones de laboratorio de estadios larvales tempranos y postlarvales de crustáceos y 
peces, con la finalidad de mejorar el valor nutricional del alimento vivo o para funcionar 
como vehículo de ingredientes específicos para el cultivo larvario. Un tópico muy de 
actualidad lo representa la nutrición mineral, la cual no se a estudiado muy afondo a pesar 
de saber que una gran cantidad de elementos están ligados a diversos procesos 
morfológicos, fisiológicos, pigmentación, supervivencia entre otros; principalmente en etapas 
tempranas de desarrollo larval de organismos acuáticos. Existe incertidumbre acerca de 
como es que ciertos elementos intervienen en la productividad poblacional y bioquímica de la 
cadena trófica. El valor nutricional de rotíferos y Artemia es fácilmente manipulable gracias a 
sus primitivas características de alimentación. Aprovechando que ambos organismos son 
filtradores no selectivos es que se han desarrollado métodos sencillos para incorporar en 
cortos o largos periodos de tiempo diversos tipos de productos en el alimento vivo 
funcionando como verdaderas capsulas vivas, antes de alimentar a las larvas de 
depredadores. Rotíferos y Artemia no son en la mayoría de los casos, el alimento natural de 
larvas de peces y crustáceos marinos. En cultivo, las larvas son alimentadas con dos o tres 
organismos durante los primeros 10-35 días de alimentación exógena. Esta incluye rotíferos 
de las especies Brachionus rotundiformis, Brachionus plicatilis y Artemia en estadios 
naupliar, metanaupliar pre-adultos y adultos. Un gran número de rotíferos y Artemia, 
alcanzando fácilmente varios miles de millones pueden ser necesarios por día para alimentar 
estadios larvales tempranos y postlarvales de organismos marinos en los criaderos 
comerciales (Lubzens et al.,1997; 2001). La cantidad necesaria varía de 20,000 a 100,000 
rotíferos entre el día 0 y 20 de alimentación exógena para larvas de peces marinos y de 
entre 100,000 a 225,000 Artemias (nauplios, metanauplios) entre el día 20 y 35 de cultivo 




Se empleo un cultivo masivo del rotífero marino Brachionus plicatilis en Carboy’s de 6 
L, los cuales se filtraron y lavaron en periodos cortos con agua destilada para eliminar 
microbiota y posteriormente pasarlos a un nuevo carboy con agua de mar estéril. Tal proceso 
preventivo se realizó 24 h antes de iniciar los experimentos con la finalidad de estabulación 
alimentaria y sanidad de los rotíferos. Para realizar las experiencias de crecimiento 
poblacional, modificación bioquímica e incorporación de elementos. Los rotíferos a razón de 
50 rotíferos.mL-1 se transfirieron a botellas de borosilicato de 1 L con 700 mL de agua de 
mar autoclavada, sometidos a un flujo de aire de 20 burbujas.minuto-1 aproximadamente, 
ciclos de luz:oscuridad 12h:12h, se utilizo una intensidad luminosa de 52,3 µmol quanta.m-
2.s-1 y mantenidos en una cámara isotérmica con 22±2°C. A primera hora del ciclo de luz se 
alimentó al rotífero Brachionus plicatilis, a razón de 30,000 células.rotífero-1 con biomasa de 
Isochrysis galbana var. T-iso (en cultivo semicontinuo y tasa de renovación del 30%) 
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previamente cultivada con las concentraciones óptimas (para la mayor generación de 
biomasa, capitulo 2) de los elementos, por separado en el medio de cultivo “ALGAL” 
(Fábregas et al.,1984) en las siguientes concentraciones: Fe3+[20,0], S2-[0,1], Zn2+[1,0], 
Cu2+[1,0], Mg2+[10,0], Ca2+[10,0], Si4+[1,0] y Se2-[1,0].  
Diariamente a primera hora del ciclo de luz se realizo el recuento de la densidad de 
rotíferos.mL-1 así como del número de huevos por hembra, para posteriormente calcular la 
cantidad de biomasa celular para alimentar a razón de 30,000 células de Isochrysis galbana 
var. T-iso.rotífero-1.  
 
 Los cultivos experimentales se mantuvieron durante 9 días tomando en cuenta que el 
ciclo de vida de Brachionus plicatilis dura aproximadamente 4 días (Ito 1955; 1957) por lo 
que los experimentos se finalizaron una vez transcurridas 2 generaciones. Al finalizar el 
periodo se contabilizo la densidad poblacional y numero de huevos producidos, se 
cosecharon por triplicado 70 mL de cultivo para determinación de peso seco, cenizas y 
materia orgánica, así como 50 mL (n=3) de biomasa, en filtros de malla nitex de 40 µm para 
determinación de proteínas, carbohidratos, lípidos, ácidos grasos, e incorporación de 
metales; estas muestras se ultracongelaron a -80°C para su posterior análisis. 
 
Se incubaron y eclosionaron en agua salobre al 2,5%, filtrada (1µm), quistes de 
Artemia franciscana (Kellogg, 1906) del Gran Lago Salado Utha (INVE, Aquaculture, Inc.), en 
un baño termostático a 28±1°C, una intensidad luminosa de 152,3 µmol quanta/m2/s1; por 
24h y un flujo de aireación continua de 250 mL/min1 (figura 4a). Una vez eclosionados los 
nauplios se lavaron con agua destilada y formalina al 4% por 10 segundos, como tratamiento 
bacteriano preventivo; posteriormente se mantuvieron en agua marina estéril al 3,5%. Se 
espero a que los metanauplios cumplieran 48h después de la eclosión (DDE), tiempo en el 
cual han desarrollado un sistema digestivo eficaz-completo y pueden empezar a filtrar no 
selectivamente alimento (Sorgeloos et al.,2001). Para realizar las experiencias de 
crecimiento, supervivencia, modificación bioquímica e incorporación de elementos, los 
metanauplios48h se transfirieron a razón de 2 metanauplios.mL
-1 en un volumen de 500mL en 
botellas de 1 L, sometidos a un flujo de aire de 20 burbujas.minuto-1 aproximadamente, 
ciclos de luz:oscuridad 12h:12h, se utilizo una intensidad luminosa de 52,3 µmol quanta.m-
2.s-1, las botellas de cultivo se mantuvieron en un baño termostático a 28±1°C dentro de una 
cámara isotérmica a 22±2°C. 
 
A primera hora del ciclo de luz se alimentó a Artemia franciscana, a razón de 
300,000 células.artemia-1 (Gelabert, 2003) con biomasa de Isochrysis galbana var. T-iso (en 
cultivo semicontinuo y tasa de renovación del 30%) previamente cultivada con las 
concentraciones óptimas (para la mayor generación de biomasa, capitulo 1) de los elementos 
por separado en el medio de cultivo “ALGAL” (Fábregas et al.,1984) en las siguientes 
concentraciones: Fe3+[20,0], S2-[0,1], Zn2+[1,0], Cu2+[1,0], Mg2+[10,0], Ca2+[10,0], 
Si4+[1,0] y Se2-[1,0].  
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Diariamente se contabilizó la densidad de células.mL-1 del cultivo de Artemia para de 
esa forma corregir la ración diaria de microalgas de modo que entre el día 1 y 9 se utilizó 
una densidad celular de entre 300,000 y 4,285,714 células.artemia-1  
 
Los cultivos experimentales se mantuvieron por 9 días, tiempo en el cual comenzó el 
cortejo de apareamiento, para cosechar la población al día 9. Se contabilizo la densidad 
poblacional, se cosecharon por triplicado 40 organismos para determinación de peso seco, 
cenizas y materia orgánica, proteínas, carbohidratos, lípidos, ácidos grasos, e incorporación 
de metales; estas muestras se ultracongelaron a -80°C para su posterior análisis. 
 
Resultados y discusión. 
 
 Se observó que en los tres primeros días de alimentación del rotífero Brachionus 
plicatilis con Isochrysis galbana var. T-iso no mostró crecimiento poblacional e incluso 
disminución de la población inicial (figura 1 a-b), situación similar ocurrió cuando se alimento 
con Phaeodactylum tricornutum (capítulo 3 aunque solo fue por dos días), situación que 
además se corroboro por la presencia de biomasa celular no filtrada por los rotíferos en 
cultivo. Este comportamiento pudo ser debido como lo menciona Ferreira, 2006 en sus 
estudios sobre bioencapsulación y crecimiento poblacional de la misma especie de rotífero, 
por manipulación, causante de estrés, por lo que este tiempo debe considerarse de alguna 
forma como un periodo de adaptación o fase “lag”, donde es posible la eclosión de los 
huevos producidos por las hembras adultas así como muerte por adaptación de las mismas. 
Ulterior a este proceso a partir del 4to día (figura 1 a-b) la densidad poblacional de rotíferos 
comenzó a multiplicarse. Al respecto Snell, 1986; Lubzens and Minkoff, 1988; Hagiwara and 
Hino, 1990, mencionan que motivo de estrés fisicoquímico las hembras producen huevos 
dormantes por lo general entre 1 y 8 los cuales tardarán en eclosionar según las condiciones 
del medio de cultivo; siendo significativamente más pequeños que los 18-23 huevos 












Figura 1. Evolución de la densidad de cultivo de Brachionus plicatilis (rotífero.mL-1) alimentado con 
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El enriquecimiento con elementos en concentraciones óptimas ya citadas 
anteriormente, vía Isochrysis galbana var. T-iso originaron muy diferentes evoluciones en la 
densidad poblacional final de Brachionus plicatilis, las cuales fluctuaron en el caso del hierro, 
cobre, azufre y zinc con respecto a un control entre 225 y 302 rotíferos.mL-1 en tanto que 
para el magnesio, calcio, silicio y selenio con respecto a un control oscilaron entre 246 y 325 
rotíferos.mL-1 tablas 1-2 y figura 1, resultados ligeramente superiores a los obtenidos 
alimentando con Phaeodactylum tricornutum (capítulo 3). Existiendo diferencias altamente 
significativas (p=0,001) entre las condiciones de cultivo mencionadas (p<0,05).  
 
Ferreira 2006, alimentando rotíferos, empleando la misma microalga que el presente 
estudio cultivada con diferentes tasas de renovación e intensidad de luz moderada solo 
obtuvo entre 105 y 190 rotíferos.mL-1. Schlosser and Anger, 1982; Lubzens, 1987; Miracle 
and Serra, 1989; Korstad et al.,1989; Hirayama, 1990; Hiawa and Heerkloss, 1994, Patiño, 
1995, mencionan que en Brachionus plicatilis existen diferentes factores como la 
temperatura, salinidad, aireación, tipo-tamaño-concentración y calidad del alimento los 
cuales afectan la ingestión y la multiplicación poblacional; en el presente estudio todos los 
anteriores parámetros fueron mantenidos constantes excepto la calidad del alimento 
microalgal vía el enriquecimiento con diferentes elementos, por lo que las condiciones de 
cultivo de la microalga determinaron la supervivencia, tamaño, metamorfosis así como la 
taza de reproducción de los organismos filtradores alimentados con ellas; por lo tanto es 
lógico de pensar que esta calidad del alimento vía la nutrición mineral es la que afecta la ya 
citada generación poblacional como lo demostraron nuestros resultados. 
 
Whyte and Nagata, 1990; Fulks and Main, 1992; Snell, 1991; Tamaru et al.,1991; 
Nagata and Whyte, 1992, Vadstein et al.,1993; Hansen et al.,1997 concluyen que la tasa 
reproductiva es fuertemente afectada por el tipo y calidad del alimento proveído en su cultivo 
(Qi et al.,2009), así como el tamaño de partícula y las especies de microalgas determinaran 
la tasa reproductiva de Brachionus plicatilis (Sayegh et al.,2007; Hu and Xi, 2008; Alva-
Martínez et al.,2009). Luna-Andrade et al.,2002 en su estudio combinado entre 
concentración de Tetraselmis suecica y cobre reporta valores de entre 36 y 251 rotíferos.mL-
1. Milione and Zeng 2007 evaluando el efecto de diferentes dietas microalgales sobre el 
crecimiento poblacional de Acartía sinjiensis obtienen altos rendimientos con Isochrysis 




Por otra parte la producción final de huevos.mL-1 en el caso del hierro, cobre, azufre 
y zinc con respecto a un control osciló entre 50 y 96 huevos.mL-1 (tabla 1) lo que 
corresponde a 0,27 y 0,54 huevos.hembra-1 (figura 2a), en tanto que para el magnesio, 
calcio, silicio y selenio con respecto a un control fluctuaron entre 46 y 83 huevos.mL-1 (tabla 
2) lo que corresponde a 0,37 y 0,48 huevos.hembra-1 (figura 2a), existiendo diferencias 
altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de cultivo mencionadas (p<0,05) 
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tablas 1-2. Se observó una menor eficiencia en la generación de huevos para el 
enriquecimiento con magnesio, calcio, silicio y selenio en la alimentación con Phaeodactylum 
tricornutum (capítulo 3). Ferreira 2006, alimentando rotíferos, empleando Isochrysis galbana 
var. T-iso cultivada con diferentes tasas de renovación e intensidad de luz moderada, solo 
obtuvo entre 0,25 y 0,33 huevos.hembra-1. Milione and Zeng, 2007 indican que en el 
copépodo Acartía sinjiensis una dieta en base a Isochrysis galbana var. T-iso produce un 
mayor rendimiento en la producción de huevos. Støttrup and McEvoy, 2003 mencionan que 
la proporción de huevos depende de la calidad de los alimentos. Cualquier desviación de las 
condiciones óptimas del alimento se refleja en bajas o altas tasas de producción de huevos 
en los cultivos de rotíferos. Por ejemplo, en un previo estudio, una proporción de huevos de 
menos de 0,13 para cultivos de Brachionus plicatils indica inestabilidad y el colapso futuro 
posible del cultivo (Snell et al.,1987). La producción de huevos por hembra al final con 
respecto al elemento mostró grandes oscilaciones; tales resultados pueden ser debidos a la 
viabilidad de eclosión de los huevos amícticos dada la calidad alimenticia de la haptofita vía 
el elemento. En la figura 2a se pueden observar para el hierro, cobre, azufre y zinc tres picos 
máximos de producción de huevos en los días 2, 4 y 6 de cultivo, en el caso del magnesio, 
calcio, silicio y selenio figura 2b es posible distinguir de igual manera tres picos máximos de 
producción de huevos en los días 3, 5 y 7; resultados similares han sido descritos por Wullur 
et al.,2009 modificando la salinidad; datos que nos sugieren las siguientes generaciones 
poblacionales. Ito 1955; 1957; Wullur et al.,2009 indican que el ciclo de vida generacional es 
cercano a 4 días; sin embargo nuestros resultados revelan que vía la inclusión de ciertos 
elementos que modifican la calidad microalgal es posible incluso modificar la tasa 
generacional en Brachionus plicatilis una herramienta biotecnológica muy importante en la 
producción de alimento vivo para los siguientes niveles tróficos acuáticos. Motivo del ritmo 
circadiano 12L:12O al que fueron sometidos los cultivos de rotíferos, se pudo observar una 
gran uniformidad de tallas, así mismo un gran número de hembras a primera hora del ciclo 
de luz mostraron entre 3 y 5 huevos, posterior a ese periodo fue solo ocasional encontrar 
hembras con huevos, así mismo la uniformidad de tallas se perdió. Al respecto Camus and 
Zeng, 2008 mencionan que con el copépodo Acartía sinjiensis la producción de huevos y 
eclosión de los mismos es debida al efecto del fotoperiodo al que se someten los cultivos 
masivos; tal y como ocurrió en el presente estudio con Brachionus plicatilis. Los resultados 
del presente estudio han demostrado el claro efecto de la calidad de la dieta vía el 
enriquecimiento mineral en los parámetros relacionados con la productividad del rotífero. La 
producción de huevos es uno de los principales factores que determinan el crecimiento 
poblacional en copépodos calanoides, y esto es debido a la calidad de la dieta (Uye, 1981; 
Castro-Longoria, 2003; Ianora, 2005) como fue evidente en el presente estudio con 
Brachionus plicatilis; en particular en la proporción DHA/EPA de la dieta, como se podrá 
observar más adelante (Støttrup and Jensen, 1990; Kleppel et al.,2005; Lee et al.,2006). 
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Figura 2. Evolución de la producción de huevos en Brachionus plicatilis (huevos.hembra-1) alimentado 
con Isochrysis galbana var. T-iso cultivada en semicontinuo, tasa de renovación 30% con diferentes 
elementos [mM]. 
 
Fábregas et al., 1996b; 1998b indican que la tasa de renovación así como la 
concentración de nutrientes en efecto combinado en cultivos semicontinuos dan lugar a 
grandes diferencias en el valor nutritivo de Phaeodactylum tricornutum, tal y como fuer 
evidente en los resultados obtenidos en el capítulo 3. 
 
Se originaron los siguientes valores de tasa de crecimiento poblacional (r) para los 
rotíferos alimentados con Isochrysis galbana var. T-iso enriquecida con la concentración 
óptima de magnesio, calcio, silicio, selenio y control 0,22, 0,23, 0,23, 0,22 y 0,19.día-1 
respectivamente; en tanto que para el hierro, cobre, azufre y zinc con respecto a un control 
0,22, 0,22, 0,21, 0,20 y 0,18 día-1 correspondientemente. Ferreira 2006 con la misma 
microalga obtuvo valores por debajo en torno a 0,09 y 0,17. Algunos autores han obtenido 
tasas de crecimiento más altas en cultivos de rotífero (0,24 y 0,63) alimentados con otras 
especies de microalgas (Scott and Baynes, 1978; Yúfera and Pascual, 1983; Caric et al., 
1993; Luna-Andrade et al.,2002; Wullur et al.,2009; Alva-Martínez et al.,2009), 
mencionando la mayoría de ellos un efecto de la especie de microalga, así como la salinidad; 
sin embargo Kostopoulou and Vadstein, 2007 indican que la especie de rotífero así como 
diferentes concentraciones de Nannocloropsis occulata pueden incluso duplicar lo reportado 
por otros autores en torno a 1,12 y 1,57.día-1; por otra parte dada la oscilación que 
observaron nuestros resultados es evidente que los elementos ejercieron un diferente efecto 
sobre la calidad nutricional de Isochrysis galbana var. T-iso y que impacta en dicha tasa de 
crecimiento. La que a su vez está relacionada con la cantidad de alimento y dependiendo del 
tipo de dieta la cantidad requerida para alcanzar la multiplicación máxima (Yúfera et 
al.,1983; Lubzens et al., 1995; Ferreira 2006; Milione and Zeng, 2007). La tasa de 
crecimiento poblacional (r) de rotíferos generalmente es más alta que en cladóceros y 
copépodos (Allan, 1976). In general r varia entre especies de rotíferos desde 0,2 a 2,0 por 
día, dependiendo de la especie y cantidad del alimento adicionado (Sarma et al.,2001), Hu 
and Xi, 2008, obtienen valores de entre 0,04 y 0,11 con diferentes dietas microalgales en el 






















































Control Calcio10,0 Magnesio10,0 
Selenio1,0 Silicio1,0 
b
Capitulo 4: Evaluación poblacional, modificación bioquímica e incorporación de elementos unitarios por 
Artemia franciscana y Brachionus plicatilis, por enriquecimiento con I. galbana var. T-iso 
 191
 
En lo que respecta a la tasa de conversión alimenticia (TCA) y porcentaje de 
eficiencia de crecimiento (%EC), por el rotífero alimentado con Isochrysis galbana var. T-iso 
en las concentraciones de elementos conocidas; fue muy variable mostrando los siguientes 
valores para: magnesio(1,60-62%), calcio(1,49-67%), silicio(1,61-62%), selenio(1,36-74%) 
con respecto a un control(1,43-70%) indicándonos en ambos casos la existencia de 
diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control 
(p<0,05) excepto entre el magnesio y el silicio. En tanto que la TCA y %EC del rotífero con 
hierro, cobre, azufre y zinc con respecto a un control fue (1,97-51%), (1,50-66%), (1,37-
73%), (1,98-50%) y (1,62-62%), existiendo diferencias altamente significativas (p=0,001) 
entre las condiciones y con respecto al control (p<0,05) excepto entre el hierro y el zinc. Los 
valores de TCA nos indican cuan eficiente es el rotífero para vía la microalga enriquecida con 
el elemento ganar peso, de modo, que tales valores entre mas cercanos a 1 sean o inferiores 
a 1, mejor será la TCA, la cual fue eficiente con calcio, selenio y cobre. En la mayoría de los 
casos el %EC es inferior al 100%. Mencionar que la TCA hallada en rotíferos alimentados con 
Phaeodactylum tricornutum fue más eficiente (capítulo 3) con respecto a Isochrysis galbana 
var. T-iso empleada como alimento con los mismos elementos empleados en su 
enriquecimiento. El comportamiento de las anteriores variables nos da una idea de cuan 
importantes son ciertos elementos en el tipo y calidad del alimento vivo vía la cadena trófica. 
 
La inclusión de las concentraciones óptimas (capitulo 2) de magnesio, calcio, silicio, 
selenio, hierro, cobre, azufre y zinc con respecto a un control, para la máxima generación de 
biomasa celular en Isochrysis galbana var. T-iso, causaron diferentes efectos como alimento 
en la composición bioquímica de Brachionus plicatilis de la siguiente manera: la biomasa 
celular con magnesio, calcio, silicio y selenio mostró la siguiente disposición bioquímica 
Carbohidratos>Proteínas>Lípidos(pg.cel-1), en tanto que en los rotíferos una vez 
consumida la microalga la disposición fue Proteínas>Lípidos>Carbohidratos(ng.rotífero-1) 
en la mayoría de los casos (figura 3 a-b); en el caso de la biomasa celular con hierro, cobre, 
azufre y zinc reveló la siguiente composición proximal Proteínas>Carbohidratos>Lípidos 
(pg.cel-1), y una vez consumida la microalga por el rotífero 
Proteínas>Lípidos>Carbohidratos (ng.rotífero-1) en la totalidad de los casos (figura 3 c-
d). Mismos comportamientos fueron observados empleando Phaeodactylum tricornutum 
(capítulo 3). Estudios similares han comparado la dieta y la composición del rotífero, 
conclusiones expresadas en términos de peso seco (Frolov et al.,1991; Fernández Reiriz et 
al.,1993; Reitan et al.,1997). Sin embargo los resultados de estos estudios son 
contradictorios; por ejemplo Frolov et al.,1991, obtiene una correlación positiva entre el 
contenido de proteína y lípidos del rotífero y su alimento, pero no existe correlación con los 
carbohidratos. Fernández Reiriz et al.,1993 encuentra una correlación rotífero-alimento en el 
contenido carbohidratos y lípidos pero no relación entre el contenido de proteínas. Al 
respecto Sayegh et al.,2007 mencionan que la composición del rotífero no es necesariamente 
el reflejo de composición de la dieta.  
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Figura 3.- Evolución de la composición bioquímica de Isochrysis galbana var. T-iso (a (pg.cel-1) y de 













Figura 3.- Evolución de la composición bioquímica de Isochrysis galbana var. T-iso (c (pg.cel-1) y de 
Brachionus plicatilis (d (ng.rotífero-1) con respecto a Zn2+, Cu2+, Fe3+, S2-. 
 
En orden de importancia energética, el contenido de proteína en el rotífero fue el 
mayor combustible bioquímico (figura 3 b-d), una vez cultivado con la microalga y 
concentraciones conocidas de magnesio, calcio, silicio, selenio y control, mostrando los 
siguientes valores: 191,01, 193,42, 173,12, 195,86 y 170,95ng.rotífero-1 comparativamente; 
existiendo diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y con 
respecto al control (p<0,05), excepto entre el magnesio y el calcio tabla 1. Por lo que 
respecta al hierro, cobre, azufre, zinc y control se obtuvo 168,29, 255,55, 260,14, 170,07 y 
168,91ng.rotífero-1 respectivamente; existiendo diferencias altamente significativas 
(p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control (p<0,05) excepto entre el hierro y 
el control (tabla 2). Contenidos de proteína que son comparativamente inferiores a los 
obtenidos con rotíferos alimentados con Phaeodactylum tricornutum (capítulo 3) con 
respecto a magnesio, calcio, silicio, selenio; en tanto que superiores con hierro, cobre, 
azufre, zinc (capítulo 3). Ferreira 2006, en su estudio sobre alimentación del rotífero 
Brachionus plicatilis con Isochrysis galbana var. T-iso con distintas tasas de renovación logra 
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otra parte Sayegh et al.,2007 solo obtiene valores entre 80 y 175 ng.rotífero-1 empleando en 
la alimentación del rotífero diferentes cepas de Isochrysis galbana. 
Por otra parte el segundo combustible, lo representó el contenido de lípidos (figura 3 
b-d) que para el magnesio, calcio, silicio, selenio y control mostró 54,96, 51,24, 47,44, 
60,07 y 42,22ng.rotífero-1 (tabla 1), en tanto que para el hierro, cobre, azufre, zinc y 
control, reveló valores de 52,13, 63,06, 60,81, 50,97 y 50,49ng.rotífero-1 respectivamente 
(tabla 1), indicando diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y 
con respecto al control (p<0,05) excepto entre el zinc y el control (tabla 2). Contenidos de 
lípidos que son comparativamente inferiores a los obtenidos con rotíferos alimentados con 
Phaeodactylum tricornutum (capítulo 3). Ferreira 2006, en su estudio sobre alimentación del 
rotífero Brachionus plicatilis con Isochrysis galbana var. T-iso con distintas tasa de 
renovación logra contenidos de lípidos inferiores a el presente estudio en torno a 36 y 
56ng.rotífero-1. Sayegh et al.,2007 reporta contenido de lípidos en rotíferos cultivados con 
diferentes cepas de Isochrysis galbana con una oscilación entre 45 y 85 ng.rotífero-1. 
 
Por lo que respecta al contenido de carbohidratos (figura 3 b-d) valores de 37,55, 
34,73, 31,98, 41,40 y 28,35ng.rotífero-1 estuvieron presentes en magnesio, calcio, silicio, 
selenio y control comparativamente (tabla 1); así como 33,41, 40,44, 40,17, 32,76 y 
29,70ng.rotífero-1 en hierro, cobre, azufre, zinc y control; indicando la existencia de 
diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control 
(p<0,05) excepto entre hierro y zinc (tabla 2). Tales resultados son comparativamente 
inferiores a los obtenidos con rotíferos alimentados con Phaeodactylum tricornutum (capítulo 
3). Ferreira 2006, en su estudio sobre alimentación del rotífero Brachionus plicatilis con la 
misma microalga logra valores de carbohidratos inferiores a el presente estudio en torno a 
19 y 33ng.rotífero-1. Sayegh et al.,2007 reporta valores de 25 y 55ng.rotífero-1. 
 
Cuando el contenido de proteína se considera como porcentaje de la fracción 
orgánica, el valor de proteína según la concentración de enriquecimiento del elemento 
probado, fluctúo entre el 65,87 y 72,03% figura 4 a-b y tabla 1-2; superando dichos 
porcentajes los valores obtenidos con rotíferos alimentados con Phaeodactylum tricornutum 
(capítulo 3). Resultados que se consideran óptimos ya que Lubzens et al.,1989; Frolov et 
al.,1991; Frolov and Pankov, 1992; Nagata and Whyte, 1992; Fernández-Reiríz et al.,1993; 
Reitan et al.,1993; Rainuzzo et al.,1997; Øie and Olsen, 1997; Makridis and Olsen, 1999, 
Lubzens et al.,2001; Lubzens and Zmora, 2003 demuestran un rango de contenido de 
proteína en el rotífero, de entre el 28 y 63%. El contenido de proteína por rotífero puede 
incrementarse de un 60-80% cuando se incrementa la ración alimenticia. Ferreira, 2006 
alimentando con Isochrysis galbana var. T-iso y diferentes tasas de renovación obtiene 
valores entre un 52 y 57%. Por lo que respecta a la fracción orgánica de los lípidos 
mostraron un rango de variación entre 16,84 y 20,27% figura 4 a-b y tabla 1-2, valores que 
son inferiores a los obtenidos con rotíferos alimentados con Phaeodactylum tricornutum 
(capítulo 3). Por otra parte Ferreira, 2006 obtiene valores entre 27,75 y 30,52%. Teshima et 
al.,1987; Frolov et al.,1991; Nagata and White, 1992; Fernández-Reiriz et al.,1993; 
Rainuzzo et al.,1997; Lubzens et al.,2001; Lubzens and Zmora, 2003 mencionan que cerca 
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del 34-43% de los lípidos en rotíferos son fosfolípidos y un 20-55% son triacilgliceroles, con 
pequeñas concentraciones de monoacilgliceroles, diacilgliceroles, esteroles, esteres esteroles, 
y ácidos grasos libres. Los fosfolípidos y triacilgliceroles muestran similares perfiles de ácidos 
grasos, pero estos son grandemente afectados por los lípidos proveídos en la alimentación 
del rotífero. El contenido lipídico de los rotíferos es generalmente más bajo que el del 
alimento, lo que indica que los lípidos son utilizados por los rotíferos. Los rotíferos utilizan 
proporciones altas de DHA para la reproducción (Øie and Olsen, 1997) así la utilización de los 
lípidos dependera de la temperatura (Olsen et al.,1993). Finalmente los carbohidratos 
revelaron un comportamiento entre 11,12 y 13,92%, el cual fue inferior al desempeño 
obtenido con rotíferos alimentados con Phaeodactylum tricornutum (ver capítulo 3); al 
respecto Whyte and Nagata, 1990; Frolov et al.,1991; Frolov and Pankov, 1992; Nagata and 
Whyte, 1992; Fernández-Reiríz et al.,1993; Lubzens and Zmora, 2003; Ferreira, 2006 
demostraron un rango entre 10,5 y 27%. De donde el 61-80% es glucosa (como glicógeno), 
un 9-18% de ribosa y 0,8-7,0% de galactosa, manosa, deoxiglucosa, fucosa, y xilosa 
(Nagata and Whyte, 1992). La fracción orgánica hace más evidente la compartimentalización 
de los combustibles bioquímicos en Brachionus plicatilis además de ser evidente que la 
calidad del alimento vía la diversidad de elementos y el tipo de microalga promovió la calidad 
proximal del rotífero. Es sabido además que la ración alimenticia afecta la tasa reproductiva 













Figura 4.- Porcentajes de proteínas, lípidos y carbohidratos en Brachionus plicatilis respecto la 
concentración de elementos en Isochrysis galbana var. T-iso en cultivo semicontinuo: (a) Si4+, Se2-
,Mg2+, Ca2+, (b) Zn2+, Cu2+, Fe3+, S2-. 
 
En lo que se refiere al valor calórico (VC) por el rotífero con base en la calidad 
nutricional de Isochrysis galbana var. T-iso vía el magnesio, calcio, silicio, selenio y control 
mostró un rango de variación entre 62,49 y 77,75x10-7J.rotífero-1 indicando la existencia de 
diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control 
(p<0,05) (tabla 1); en tanto que vía el hierro, cobre, azufre, zinc y control exhibió una 
oscilación entre 65,52 y 93,23x10-7J.rotífero-1 existiendo diferencias altamente significativas 
(p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control (p<0,05) excepto entre el hierro y 
zinc (tabla 2). Tales resultados de VC se encontraron por debajo de los reportados en 
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alimentando con Isochrysis galbana var. T-iso y diferentes tasas de renovación obtiene 
valores entre 3,53 y 5,51x10-6J.rotífero-1 de VC. Fernández-Reiríz et al.,1993; Lubzens and 
Zmora, 2003, mencionan que el valor calórico encontrado en los rotíferos dependerá de la 
dieta en un rango de 13,4x10-6J.rotífero-1 con levadura de cerveza y 20,0x10-6J.rotífero-1 
después de 6 h de enriquecimiento con boostings. Demostrando nuestros resultados que la 
calidad del alimento del rotífero vía el enriquecimiento mineral mediante la microalga 
muestró diversos grados de calidad en el VC del rotífero en cultivo. 
 
En lo que atañe al peso seco por rotífero en base al elemento en la alimentación con 
magnesio, calcio, silicio, selenio y control fluctuó en el rango de 249,68 y 308,18ng.rotífero-1 
(tabla 1), por otra parte con hierro, cobre, azufre, zinc y control oscilo entre 257,87 y 
374,05ng.rotífero-1 (tabla 2); indicando la existencia de diferencias altamente significativas 
(p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control (p<0,05) excepto entre el hierro y 
zinc. Valores de peso seco que se correspondieron con la evolución de el peso orgánico 
(proteínas+lípidos+carbohidratos ng.rotífero-1) en el rango de 241,52-297,33 y 249,10-
361,12ng.rotífero-1 respectivamente; y por ende con el contenido de materia orgánica por 
rotífero (tablas 1-2). Destacar que tales valores de peso seco se encontraron por debajo de  
los reportados en rotíferos alimentados con Phaeodactylum tricornutum (capítulo 3). 
Ferreira, 2006 en su estudio sobre alimentación con Isochrysis galbana var. T-iso consiguió 
entre 207,86 y 296,92 ng.rotífero-1, resultados que son cercanos al presente estudio. 
Lubzens et al.,1989 mencionan en sus investigaciones con Brachionus plicatilis que su valor 
nutricional dependerá de su peso seco, valor calórico y composición bioquímica y que es 
reflejo de la cantidad y calidad de su alimento. Matsumoto et al.,2009 indican en sus 
estudios que diferentes concentraciones de zinc enriqueciendo rotíferos, mostraron inferir 
sobre el crecimiento del organismo ya que la longitud de la lorica varío entre los 229 y 
247μm. 
 
El peso seco de un rotífero es muy variable, en la literatura es frecuente hallar 
valores entre 300 y 600 ng, por lo que es evidente que en base a calidad del alimento vía la 
concentración de los elementos probados en este estudio ejerció un efecto en la variación del 
peso seco por rotífero y no la ración diaria de Isochrysis galbana var. T-iso la cual siempre 
fue constante (30,000 cel.rotífero-1) y que además satisfació las necesidades del rotífero. 
Lubzens et al.,1989 indican que el peso seco del rotífero dependerá por sobre todo del 
tamaño y estado nutricional. Yufera et al.,1997 demuestran que el peso seco de Brachionus 
plicatilis se encuentra dependiendo de la calidad del alimento y tasa reproductiva entre 600 y 
800 nanogramos por individuo. Moreno-Garrido et al.,1999 han informado que microalgas 
previamente enriquecidas por 1 o 2 días con cobre influyen sobre el incremento en biomasa 
del rotífero. Sayegh et al.,2007 alimentando rotíferos con 4 diferentes cepas de Isochrysis 
galbana obtiene pesos secos en torno a 300 y 400 ng.rotífero-1 donde el mejor peso lo 




Capitulo 4: Evaluación poblacional, modificación bioquímica e incorporación de elementos unitarios por 
Artemia franciscana y Brachionus plicatilis, por enriquecimiento con I. galbana var. T-iso 
 196
 
En cuanto al contenido de cenizas por rotífero como se puede observar en la figura 
5a y tabla 1 vario con respecto al elemento probado, de modo que con magnesio, calcio, 
silicio, selenio y control mostró un rango de oscilación entre 8,16 y 10,85ng.rotífero-1 donde 
el mínimo valor lo represento el control y el máximo el selenio respectivamente; indicando la 
existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y con 
respecto al control (p<0,05). Cenizas generadas con hierro, cobre, azufre, zinc y control 
mostraron un contenido entre 8,77 y 12,99ng.rotífero-1 donde el mínimo valor es 
representado por el control y el máximo por el cobre existiendo diferencias altamente 
significativas (p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control (p<0,05) excepto 
entre el azufre y el cobre (figura 5b y tabla 2). Mencionar que los valores de cenizas de los 
rotíferos alimentados con Isochrysis galbana var. T-iso enriquecida, fueron inferiores a los 
reportados con Phaeodactylum tricornutum (capítulo 3). Matsumoto et al.,2009 demuestran 
en sus estudios de incorporación de zinc en Brachionus plicatilis que el incremento en 
concentración del elemento se ve reflejado en el aumento de cenizas en torno al 2,19 y 
2,47%. En el presente estudio dependiendo de los elementos y su concentración el % de 














Figura 5.- Contenido organismo: peso seco, materia orgánica y cenizas (ng.rotífero-1) respecto a la 
concentración de elementos en Isochrysis galbana var. T-iso en cultivo semicontinuo: (a) Mg2+, Ca2+, 
Si4+, Se2- (b) Fe3+, Cu2+ S2-, Zn2+. Media ± SD (n=3). 
 
La incorporación independiente de Mg2+, Ca2+, Si4+, Se2-, Fe3+, S2-, Zn2+ y Cu2+ por 
Brachionus plicatilis vía Isochrysis galbana var. T-iso se puede observar en la figura 6 a-b y 
tablas 3-4; donde las cantidades de incorporación en el rotífero fueron muy variables lo que 
nos indica la existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las 
condiciones (p<0,05), tablas 3-4. Tales diferencias concuerdan con los valores de cenizas 
reportados en todas las condiciones elementales, que además son evidentes en el 
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Existe poca información sobre la composición mineral de los rotíferos así mismo 
sobre el efecto de la dieta sobre esta, pero algunos resultados sugieren que alimentar 
rotíferos con Nannochloropsis sp incrementa ligeramente su contenido de sodio, potasio, 
zinc, cobre y manganeso (Watanabe et al., 1983). Ferreira, 2006 enriqueciendo rotíferos en 
periodos de 8 días con Nannocloropsis gaditana e Isochrysis galbana var. T-iso indica, que 
dependiendo de la microalga empleada será el grado de acumulación de diferentes macro y 
microelementos, además de que el contenido de estos tiende a incrementarse en la medida 
en que se aumenta la tasa de renovación en cultivos en semicontinuo, asimismo demuestra 
que en periodos de enriquecimiento por 24h con Isochrysis galbana var. T-iso es mayor el 
contenido de microelementos como el Mn, Cu, Cr, Co, Ni, Fe, Si, y de macroelementos como 
el Mg, K, Ca, S, P, y Zn; que en rotíferos cultivados con la misma microalga por 8 días. 
Normalmente poca atención se ha prestado a la nutrición mineral de organismos acuáticos, 
algunos autores no lo consideran un factor determinante del valor nutritivo de la dieta 
(Watanabe et al., 1983). Sin embargo Robin, 1989 consiguió incrementar el crecimiento del 
rodaballo enriqueciendo rotíferos con una mezcla de minerales. La forma y concentración en 
la que se suministra un determinado elemento dada su importancia en procesos fisiológicos, 
metamórficos y de supervivencia es de crucial importancia en su bioacumulación a través de 
la cadena trófica. Ferreira, 2006 menciona en su disertación que es de relevante importancia 
tener en cuenta la biodisponibilidad de los elementos traza en el momento de formular los 
medios nutritivos ya que puede ser importante para mejorar la composición bioquímica de 
los organismos que forman parte de la cadena nutritiva en acuacultura, como resulto 
evidente en el presente estudio. Mencionar que como apunta Ferreira 2006, existieron 
diferencias en nuestros estudios en el grado de incorporación de los elementos por parte del 
rotífero alimentado con Isochrysis galbana var. T-iso con respecto a Phaeodactylum 
tricornutum (capítulo 3) esto debido en parte a la diferencia que existe en el grado de 
enriquecimiento de los elementos por la microalga, las cuales mostraron diversas 
concentraciones optimas para la generación de biomasa como se puede constatar en los 
capítulos 1 y 2, por lo que el nivel de enriquecimiento en la microalga difirió, mostrándose 
evidente en el rotífero. El cultivo y crecimiento de rotíferos en circunstancias artificiales, 
como las encontradas en las hatcheries de peces marinos puede conducir a la falta de 
concentraciones adecuadas de diversos elementos importantes en el rotífero como alimento 
vivo debido a la limitación en la variedad de alimentos disponibles. Moreno-Garrido et 
al.,1998, 1999 informan que las microalgas acumulan grandes cantidades de elementos 
como el cobre el cual no segregan al medio de cultivo hasta después de algún tiempo. Por lo 
que Matsumoto et al.,2009 mencionan que la microalga Chlorella enriquecida con zinc puede 
ser utilizada como material para el enriquecimiento de rotíferos, tal y como fue evidente en 
el presente estudio. 
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Figura 6.-Incorporación de elementos en Brachionus plicatilis alimentado con Isochrysis galbana var. T-
iso enriquecida con: (a) Ca2+, S2-, Mg2+, Fe3+, Cu2+, Zn2+ (b) Si4+,Se2-, Cu2+. Media ± SD (n=3) 
 
El contenido de ácidos grasos en Brachionus plicatilis mostró la misma tendencia que 
Isochrysis galbana var. T-iso (Ferreira, 2006), cultivada con diferentes concentraciones de 
elementos; donde los ácidos grasos (AG) más abundantes entre un 13 y 26% están 
representados por el 14:0, 16:0 y el 18:1(n-9), estimándose en conjunto en un 51,34-
65,55% del total. Otros AG monoinsaturados y poliinsaturados de cadena corta entre un 5 y 
9% son el 16:1(n-7), 18:0, 18:1(n-7), 18:2(n-6), 18:3(n-3), 18:4(n-3); en tanto ácidos 
grasos importantes con más de 20 carbonos que están presentes en un rango de 0,25-
7,50% son el 20:4(n-6), 20:5(n-3), 22:5(n-3) y 22:6(n-3). 
 
Cada elemento en el rotífero con la concentración ya descrita vía Isochrysis galbana 
var. T-iso (capítulo 2), mostró diversos grados de evolución respecto a incrementar o 
decrecer porcentualmente tales AG. Siendo un hecho que en base a la concentración del 
ácido mirístico (14:0), palmítico (16:0) y palmitoleico (16:1(n-7) es que fue posible la 
elongación y desaturación de la cadena de carbonos de los ácidos grasos vía dos sistemas 
enzimáticos como la acetyl-coA y ácido graso sintetaza (Huang et al.,2010) bondad 
característica de los rotíferos los cuales pueden sintetizar otros ácidos grasos de novo de 
cadena más larga, importantes y de concentración apreciable en el rotífero (Lubzens et 
al.,1985; Gurr et al.,2002; Shin et al.,2008; Matsumoto et al.,2009), como lo fueron el 18:0, 
18:1(n-9), 18:1(n-7), 18:2(n-6), 18:3(n-3), 18:4(n-3) y 20:1(n-9) que originan series de 
otros AG insaturados de cadena aun más larga como el 20:4(n-6), 20:5(n-3), 22:5(n-3) y 
22:6(n-3) (tabla 5-6). Reitan et al.,1993 demostraron una mejoría significativa en el 
crecimiento, supervivencia y viabilidad de larvas de rodaballo a la metamorfosis, por la 
adición de determinadas microalgas ricas en ácidos grasos altamente poliinsaturados 
(PUFAs) a rotíferos. Sugiriendo que las microalgas contribuyen a la mejoría de los lípidos, 
especialmente el EPA y DHA, y el contenido en proteínas de los rotíferos (Øie et al.,1997) ya 
que los rotíferos por naturaleza son pobres en los requerimientos de PUFAs para estadios 
larvales tempranos (Bell et al.,2003). En el presente estudio destaca por su concentración el 
ácido graso docosahexaenoico (DHA) el cual es importante en equilibrio con el EPA y ARA 
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tempranas de desarrollo larval (Sargent et al.,1995, 1997, 1999); el cual fue acumulado en 
mayor concentración en todos los elementos probados con respecto al control con los 
siguientes valores Mg2+(5,66%), Ca2+(5,20%), Si4+(4,43%), Se2-(4,40%), Control(1,54%) 
en tanto que con Fe3+(7,50%), S2-(4,68%), Zn2+(5,13%), Cu2+(6,03%), Control(3,07%) 
indicándonos la existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las 
condiciones y con respecto al control (p<0,05) excepto entre el silicio y el selenio, tablas 5-
6. La presencia de dicho AG obedeció a la desaturación y elongación del AG 22:5n-3 
(docosapentaenoico) el cual mostró una concentración en el rango de 0,42 al 2,00% (tablas 
5-6). Los valores de DHA según la concentración de los elementos evaluados en el presente 
estudio, se encuentran por debajo de los obtenidos por Ferreira, 2006 quien obtuvo valores 
en torno al 8 y 11% de DHA en Brachionus plicatilis alimentados con la misma microalga que 
el presente estudio con diferentes tasas de renovación e intensidad lumínica moderada. Es 
evidente que la constitución del medio de cultivo de la microalga trae consigo una gran 
variabilidad de sus lípidos totales así como de los AG totales específicamente el DHA. 
Matsumoto et al.,2009 demuestran que altas concentraciones de zinc vía la cadena trófica 
disminuyen la concentración de DHA en el rotífero en torno al 8 y 6 %. 
Los ácidos grasos pueden proveer de información sobre el tipo y calidad de dieta 
ingerida (Dalsgaard et al.,2003). Matsumoto et al.,2009 mencionan que la inclusión de 
determinadas cantidades zinc así como de otros elementos traza influyen sobre la riqueza de 
ácidos grasos de la microalga Chlorella que influye a su vez sobre la calidad del rotífero el 
cual además funciona como un vehículo para que el zinc cubra los requerimientos funcionales 
de larvas de peces marinos, así como supervivencia (Hamre et al.,2008) con elementos 
como el yodo y selenio los cuales incrementan la concentración de los ácidos grasos en el 
rotífero. Johnston et al.,2008 indican la importancia de la nutrición mineral de elementos 
como el calcio, cobalto, cobre, hierro, magnesio, manganeso, zinc, en todo el ciclo biológico 
de peces marinos sobre la calidad de huevos vía la vitelogenina lo que produce huevos con 
mejores perfiles de PUFAs. 
 
El contenido de AGT ng.rotífero-1 que correspondió, del contenido lipídico de 
Brachionus plicatilis alimentado con Isochrysis galbana var. T-iso por elemento fue el 
siguiente: Mg2+(32,06%), Ca2+(33,72%), Si4+(36,66%), Se2-(30,68%), Control(35,74%) en 
tanto que con Fe3+(26,03%), S2-(30,13%), Zn2+(43,95%), Cu2+(28,62%), Control(27,29%). 
Valores que se encuentran ligeramente por debajo de los encontrados en la dieta (capítulo 2) 
los cuales oscilaron entre un 21,17 y 56,80%. Observar que el contenido de AGT de rotíferos 
enriquecidos vía Phaeodactylum tricornutum con cobre y hierro duplicaron su contenido 
(capítulo 3), con respecto a los valores obtenidos con los mismos elementos alimentando con 
Isochrysis galbana var T-iso. Respecto a tales porcentajes autores como Teshima et 
al.,1987; Frolov et al.,1991; Nagata and White, 1992; Fernández-Reiriz et al.,1993; 
Rainuzzo et al.,1997; Lubzens et al.,2001, mencionan que cerca del 34-43% de los lípidos en 
rotíferos son fosfolípidos y un 20-55% son triacilgliceroles, con pequeñas concentraciones de 
monoacilgliceroles, diacilgliceroles, esteroles, esteres esteroles, y ácidos grasos libres. Los 
fosfolípidos y triacilgliceroles muestran similares perfiles de ácidos grasos, pero estos son 
grandemente afectados por los lípidos proveídos en la alimentación del rotífero.  
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Volkman et al., 1989 y Devos et al.,2006 mencionan que tales porcentajes de AG 
respecto de los AGT son debidos a que Isochrysis galbana var. T-iso presenta una gran 
variedad de clases de lípidos (lípidos neutros, glucolípidos y fosfolípidos) por lo que una gran 
parte de estos son lípidos no formados por ácidos grasos (no acílicos), tales como esteroles, 
hidrocarburos, alquenonas o pigmentos. Lípidos no formados por ácidos grasos que más 
contribuyen al contenido lipídico en esta haptofita son las alquenonas, metil y etilalquenonas, 
alquenoatos, y alquenos de cadena larga entre 36 y 39 carbonos, frecuentemente con dobles 
enlaces (Volkman et al., 1989; Brown et al., 1993; Versteegh et al.,2001; Eltgoth et 
al.,2005). Los perfiles de ácidos grasos de los lípidos tanto neutros y fracciones glucolípidicas 
no son muy diferentes de la fracción lipídica total. Sin embargo, la fracción de fosfolípidos la 
mas importante muestra una muy diferente composición de ácidos grasos (Tocher et 
al.,2008). Devos et al.,2006 indican que una vez cuantificado la concentración de DHA en las 
diferentes clases de lípidos se pudo observar que los fosfolípidos representan 75% del DHA 
total por célula. Dicha fracción relativamente baja de ácidos grasos, probablemente puede 
explicarse por altas fracciones de ácidos grasos inusuales, junto con un alto contenido de 
lípidos no formadores de ácidos grasos (Kayama et al.,1989). Es en base a nuestros 
resultados que observamos cuan importante y variable resulta ser la inclusión de diferentes 
elementos en la modificación del perfil bioquímico en la cadena trófica. 
Se observaron importantes diferencias en la evolución porcentual y ng.rotífero-1 de 
los ácidos grasos saturados (AGS entre 37 y 53,31%) mas los monoinsaturados (AGM entre 
28,01 y 32,40%) con respecto a los poliinsaturados (AGP 16,74 y 30,60%), indicándonos la 
existencia en los dos casos, de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las 
condiciones de experimentación y con respecto al control (p<0,05), ver figuras 7 a-b y tablas 
5-6. El enriquecimiento vía la cadena trófica resulto ser eficiente en la generación de AGP 












Figura 7.- Evolución porcentual del contenido de ácidos grasos en Brachionus plicatilis alimentado con 
Isochrysis galbana var. T-iso en cultivo semicontinuo con: (a) Ca2+, Se2-, Si4+, Mg2+, (b) S2-, Fe3+, Cu2+, 
Zn2+. Media ± SD (n=3) 
 
Dentro del grupo de los ácidos grasos poliinsaturados se encuentran tres grandes 
familias, mediante las cuales se derivan los procesos de elongación a ácidos grasos de 
cadena larga como son la serie ω-9, ω-6 y ω-3; de los cuales las series importantes son la 
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valor energético en cada uno de los niveles tróficos, aspecto que se ha descuidado en la 
nutrición de organismos marinos (Estévez et al.,1999), por lo que una mayor proporción de 
los ω-3 en la cadena trófica es imprescindible en efectivos mecanismos formadores de 
membrana durante la metamorfosis de organismos marinos (Reitan et al.,1994; Estévez and 
Kanazawa, 1995). Es así que las proporciones de ácidos grasos ω-3:ω-6 por rotífero 
mostraron diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de 
experimentación con respecto al control (p<0,05) ver tablas 5 y 6. La proporción porcentual 
de los AG ω-3:ω-6 en los elementos estudiados se encontró entre 1,04:1 y 1,87:1 (tabla 5-
6). Donde el enriquecimiento con calcio, cobre y hierro en Brachionus plicatilis mostró las 
mejores proporciones. Indicar que la razón ω-3:ω-6 en rotíferos enriquecidos 
elementalmente vía Phaeodactylum tricornutum mostraron el doble de eficiencia en torno a 
2,24:1 y 4,32:1, (capítulo 3). 
 
Un aspecto importante desde el punto de vista nutricional en niveles superiores de la 
trama trófica alimenticia; es la proporción que existe del total de los ácidos grasos, el ácido 
docosahexaenoico (22:6n-3 DHA), eicosapentaenoico (20:5n-3 EPA) y el ácido araquidónico 
(20:4n-6 ARA), tal proporción DHA:EPA:ARA es muy importante en la alimentación de las 
primeras etapas de desarrollo larval, debido a que son los mayores fosfolípidos componentes 
de membranas. Estos ácidos grasos son necesarios para un apropiado desarrollo neural de la 
retina y cerebro (Sargent et al.,1997, 1999b; Benítez-Santana et al.,2007) y jugar un papel 
esencial en la metamorfosis, pigmentación y resistencia al estrés en larvas de peces marinos 
(Kanazawa, 1997; Rainuzzo et al.,1997; Watanabe and Kiron, 1994; Weirich and Reigh, 
2001; Bell et al.,2003). 
En los peces planos, la metamorfosis y el desarrollo de la pigmentación son 
controlados a nivel nervioso y neuroendocrinologico. En consecuencia, la producción anormal 
de eicosanoides en el cerebro como resultado de la alteración de los niveles de ARA y EPA 
trae consigo graves consecuencias para el desarrollo y la metamorfosis de las larvas de 
peces planos, incluyendo su anormal pigmentación; por lo que la proporción de DHA:EPA que 
promueve la formación de membranas a nivel celular sobre la proporción de ARA deberá ser 
siempre superior (Estévez et al.,1999; Sargent et al.,1999; Bell et al.,2003).  
 
En Brachionus plicatilis motivo de la inclusión de diferentes concentraciones de Fe3+, 
S2-, Zn2+, Cu2+, Mg2+, Ca2+, Si4+, Se2- mediante la microalga Isochrysis galbana var. T-iso 
logramos modificar la proporción DHA:ARA en el rango de 0,77:1% al 1,58:1% como se 
puede observar en las tablas 5-6 existiendo diferencias altamente significativas (p=0,001) 
entre las condiciones de experimentación y con respecto a el control (p<0,05) Estévez et 
al.,1999 encuentra una clara relación en la proporción DHA:ARA de los lípidos totales del 
cerebro de larvas de rodaballo sobre el porcentaje de pigmentación indicando que a mayores 
razones DHA:ARA mejor será la pigmentación a nivel larval. Cavalin and Weirich, 2009 
lograron una mejor transformación y supervivencia larvaria de peces marinos con rotíferos 
alimentados con Isochrysis sp en una proporción DHA:ARA de 1,37:1%. Matsumoto et 
al.,2009 en estudios de enriquecimiento en rotíferos con diferentes concentraciones de zinc 
vía Chlorella obtiene proporciones DHA:ARA entre 7,21 y 7,66:1%, en tanto que Hamre et 
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al.,2008 enriqueciendo rotíferos de manera directa con una mezcla de yodo y selenio obtiene 
valores de 11,66:1% los cuales mejoraron significativamente la supervivencia en larvas de 
Gadus morhua, observándose además que existe un incremento de los micronutrientes de 
las larvas en respuesta al enriquecimiento con selenio vía Brachionus plicatilis. Relaciones 
descritas en la presente disertación cubren eficientemente tales necesidades mediante los 
rotíferos modificados por la alimentación con diferentes concentraciones de elementos, 
resultando que la adecuada nutrición mineral vía la cadena trófica resulta una excelente 
herramienta biotecnológica en la modificación del alimento vivo. 
 
La diversidad de elementos y sus concentraciones ya conocidas de igual modo 
ejercieron efecto en la relación DHA:EPA del rotífero la cual se encontró en un rango entre 
5,50:1 y 12,28:1; indicando la existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) 
entre las condiciones de experimentación y con respecto a el control (p<0,05) ver tablas 5-6.  
Los peces marinos contienen grandes cantidades de ácido docosahexaenoico (22:6 n-
3 DHA) eicosapentaenoico (20:5n-3 EPA) en los fosfolípidos de las membranas celulares. Los 
peces marinos no pueden biosintetizar DHA de novo, ni de los precursores de cadena más 
corta, como es el ácido alfa-linolénico (18:3 n-3). Por lo tanto, DHA y EPA serán 
componentes esenciales de la dieta en los peces marinos. El DHA está presente en 
concentraciones muy elevadas en las membranas de células neuronales y visuales, 
particularmente en las membranas celulares externas así como membranas sinaptosomales, 
en peces como en mamíferos (Sargent et al.,1997, 1999; Koven et al.,2001; Anderson and 
De Silva, 2003).  
Por lo tanto, una insuficiencia de DHA en la dieta en etapas larvales tempranas de peces 
marinos es que puede perjudicar el desarrollo neurológico y visual con graves consecuencias 
para una serie de procesos fisiológicos y de comportamiento incluyendo los que dependen 
neuroendocrinologicamente.  
Pigmentación anormal es común en los cultivos de larvas de peces planos marinos, y se 
puede mejorar sustancialmente rectificando el nivel de DHA en las larvas mediante el 
alimento vivo (Kanazawa et al.,1981; Kanazawa, 1993; Reitan et al.,1994b; McEvoy et al., 
1998b). Se ha considerado que la mal pigmentación puede ser consecuencia de un mal 
funcionamiento neuronal o visual, por ejemplo, de procesamiento anormal de las señales 
visuales, ya sea en el propio ojo, o posteriormente en el cerebro, desde la producción 
anormal de la hormona estimulante de melanocitos en el cerebro, de frente a perturbaciones 
en las conexiones sinápticas entre los nervios y el melanóforos en la piel. El síndrome de mal 
pigmentación es causado por una deficiencia de DHA o un exceso de EPA, por lo que diversos 
autores han documentado la importancia de una alta razón DHA:EPA (Kraul, 1993; Mourente 
et al.,1993; Reitan et al.,1994b; Lavens et al.,1995). 
Destacar que la proporción DHA/EPA encontrada en los rotíferos con la mayoría de 
los elementos aquí estudiados supera lo reportado por Reitan et al.,1994b en Sargent et 
al.,1999 donde logran eliminar la mal pigmentación de larvas de rodaballo incluyendo aceite 
refinado de atún rico en DHA en proporción DHA/EPA ≥2:1%. Es de destacar que esta es 
esencialmente la misma proporción de DHA/EPA que existe en la yema de los muchos 
huevos y larvas de peces marinos (Tocher and Sargent, 1984). Rodríguez et al.,1997 
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observaron significativamente una alta tasa de crecimiento en larvas de sea bream 
alimentadas con rotíferos con relaciones DHA/EPA 1,5:1% con respecto a larvas alimentadas 
con razones 0,6:1% 
Sui et al.,2007 observo que en larvas de cangrejo chino Eriocheir sinensis proporciones 
dietarias DHA/EPA de 0,68:0,28 mostraban un inferior desarrollo larval y supervivencia con 
respecto a tratamientos con altas proporciones dietarias DHA/EPA de 2,85:1,17; lo que 
indica que altos niveles de ácidos grasos altamente poliinsaturados y en correcto balance 
DHA y EPA mejoran la respuesta larval al estrés. Por otra parte George et al.,2008 
empleando a la microalga Isochrysis galbana var. T-iso como dieta en el cultivo de larvas del 
equinodermo Dendraster excentricus obtuvieron buen crecimiento, metamorfosis y desarrollo 
con proporciones DHA/EPA 7,43:1%. Por otra parte Ferreira 2006, alimentando rotíferos con 
Isochrysis galbana var. T-iso con diferentes tasas de renovación solo obtuvo valores entre 
2,09 y 4,93:1% valores tres veces por debajo de los obtenidos en el presente estudio. 
Hamre et al.,2008 enriqueciendo rotíferos con una mezcla de yodo y selenio logra una 
proporción DHA/EPA de 1,7:1%. Roo et al.,2009 mencionan que enriqueciendo rotíferos con 
DHA de manera que este se encuentre entre el 1,8 y 4,7% del total AGT en el rotífero es 




La evolución de la tasa de alimentación de Artemia franciscana con Isochrysis 
galbana var. T-iso en cultivo semicontinuo con diferentes elementos, desde metanauplio (1 
Día Después de la Eclosión DDE) a preadulto (6-7 DDE), finalizando con el proceso de 
apareamiento (8-9 DDE) mostró un incremento en la ración alimenticia diaria de 
0,3x106cel.mL-1 a 4,28x106cel.mL-1 por organismo (figura 8 a-b), comportamiento similar fue 
descrito por Evjemo et al.,2000 evaluando la cinética de asimilación de Isochrysis galbana 
var. T-iso en diferentes estadios de crecimiento de Artemia; lo cual dependió de la 
transparencia del medio de cultivo, de esta manera todo el alimento adicionado diariamente 
fue ingerido por Artemia (Abreu-Grobois et al.,1991;Sorgeloos et al.,1994). Se observó entre 
el día 1 y 3 de cultivo una lenta filtración de la ración alimenticia, corroborada en el conteo 
celular y transparencia en el medio de cultivo. Tal comportamiento pudo ser debido por 
manipulación, causante de estrés en el organismo, un factor más la ración alimenticia, la 
cual pudo haber sido excedida en esos tres primeros días de cultivo y estar por encima de la 
tasa de ingestión optima de ese estadio de crecimiento (Evjemo et al.,2000); al respecto 
D’Agostino, 1980; Patiño, 1995 recomiendan una ración alimenticia inicial de 25μg de 
microalgas (peso seco x metanauplio de Artemia), aunque en el presente estudio se 
administro en el inicio entre 3,95 y 7,54μg de microalgas por organismo debido al peso seco 
celular de Isochrysis galbana var. T-iso enriquecida con diferentes elementos (tablas 7-8), 
considerando lo descrito por Nimura 1963; Nimura et al.,1994 los cuales mencionan que 
elevadas tasas de ingestión pueden retrazar el crecimiento de Artemia. Ulterior a este 
periodo (figura 8 a-b) la tasa de filtración de Artemia franciscana se incremento de forma 
casi lineal.  
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Figura 8.- Evolución del consumo (106cel.mL-1) de Isochrysis galbana var. T-iso (cultivada con 
diferentes elementos) por Artemia franciscana: (a) Ca2+, Se2-, Si4+, Mg2+, (b) S2-, Fe3+, Cu2+, Zn2+. 
 
Respecto a la supervivencia de Artemia al T9 alimentada con Isochrysis galbana var. 
T-iso enriquecida con magnesio, calcio, silicio y selenio, mostró diferencias altamente 
significativas (p=0,001) entre las condiciones de experimentación y con respecto a el control 
(p<0,05) ver figura 9a; encontrándose en el rango entre el 67 y 75%; indicar que tal rango 
de supervivencia fue ligeramente inferior a lo reportado en Artemia alimentada con 
Phaeodactylum tricornutum enriquecida con los mismos elementos (capítulo 3) en torno al 
66-83%. En tanto que con hierro, azufre, zinc y cobre al T9 estuvo entre el 72 y 98% 
indicándonos la existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las 
condiciones de experimentación y con respecto a el control (p<0,05) ver figura 9b. 
Supervivencias que fueron levemente superiores a las encontradas alimentando con 
Phaeodactylum tricornutum (capítulo 3). Evjemo and Olsen 1999; Lora-Vilchis et al.,2004 
con Isochrysis galbana var. T-iso y la diatomea Chaetoceros gracilis obtiene una 
supervivencia entre el 86% y 93%. En tanto que Seixas et al.,2009; Ronsón-Paulín et 
al.,2009 con diferentes microalgas obtienen porcentajes en torno al 18 y 88%. Por otra parte 
Dhont and Van Stappen, 2003 indican en diversos sistemas de cultivo en los mismos tiempos 
que el presente estudio, supervivencias en torno al 45 y 82%. Por otra parte Anh et al.,2009 
en cultivos extensivos con alimentación en base al método de aguas verdes al día 11 de 
cultivo mostró supervivencias entre 52 y 54%.La variabilidad en la supervivencia de Artemia 
franciscana dependió como se puede observar del enriquecimiento y calidad de la microalga 
con que fue alimentada, la cual además influyo en el tiempo en el cual Artemia llego a su 
etapa adulta (6-7 DDE) y con ella al apareamiento (8-9 DDE) del 100% de los adultos, 
donde las hembras ya poseían desarrollado el ovisaco. Anh et al.,2009 en cultivos extensivos 
con alimentación en base al método de aguas verdes demostró al día 14 de cultivo una tasa 
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Figura 9.- Supervivencia de Artemia franciscana alimentada con Isochrysis galbana var. T-iso (cultivada 
y enriquecida con diferentes elementos): (a) Ca2+, Mg2+, Si4+, Se2-, (b) S2-, Fe3+, Cu2+, Zn2+. Media ± 
SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existe diferencia significativa (p<0,05) 
 
Por lo que se refiere a la longitud total (LT) alcanzada por los adultos de los 
diferentes tratamientos al T9 se observó que con magnesio, calcio, silicio y selenio mostró un 
tamaño entre 4,44 y 4,71 mm-1 por organismo no existiendo diferencias significativas 
(p=0,001) entre las condiciones de experimentación y con respecto a el control (p<0,05) ver 
figura 10a; mencionar que tal LT, fueron inferiores a las reportadas con adultos alimentados 
con Phaeodactylum tricornutum con el mismo enriquecimiento de elementos (capítulo 3) en 
torno a 6,16 y 6,81 mm-1 por organismo. En cuanto a el hierro, azufre, zinc y cobre al T9 la 
LT exhibió diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de 
experimentación y con respecto a el control (p<0,05) ver figura 10b en el rango de 3,46 y 
5,20 mm-1 por adulto de Artemia; resultados que fueron también inferiores a los encontrados 
en adultos alimentados con Phaeodactylum tricornutum con el mismo enriquecimiento de 
elementos (capítulo 3) en torno a 6,04 y 9,33 mm-1 por organismo. Sin embargo superiores 
a los 5,00 mm-1 reportados por Evjemo and Olsen 1999, en 8 días de cultivo con I. galbana 
var. T-iso, Lora-Vilchis et al.,2004 alimentando Artemia por 7 días con Isochrysis galbana 
var. T-iso obtuvo tallas de solo 4,2 mm-1. En tanto que Seixas et al.,2009 alimentando con 
Rhodomonas lens, Tetraselmis suecica, Isochrysis galbana y Nannocloropsis gaditana al T8 
obtuvo LT en torno a 1,5 y 4,9 mm-1. Por otra parte Anh et al.,2009 en cultivos extensivos 
con alimentación en base al método de aguas verdes demostró valores superiores a los 
nuestros pero al día 14 de cultivo, demostrando LT en el rango de 8,8 y 9,4mm, en tanto 
que Ronsón-Paulín et al.,2009 al día 14 de cultivo con Tetraselmis suecica, Nannocloropsis sp 
y mezcla de estas con y sin probióticos obtiene tallas entre 5,2 y 7,65 mm por individuo. Sin 
embargo Dhont and Van Stappen, 2003 citan que después de 2 semanas de cultivo con 
diferentes dietas vivas o inertes es posible que los preadultos o adultos de Artemia en 
promedio posean una longitud de 5 mm. Fábregas et al.,1996, 1998; Evjemo and Olsen, 
1999, señalan que diferentes concentraciones de alimento influyen sobre el crecimiento y la 
reproducción de Artemia franciscana; en el presente estudio para todos los elementos 
probados, las tasas de alimentación fueron las mismas (300,000 cel.organismo-1 Nimura, 
1980), alterando solo la calidad de la dieta vía el enriquecimiento con los elementos, lo que 
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Figura 10.- Longitud total (mm) de Artemia franciscana alimentada con Isochrysis galbana var. T-iso 
(cultivada y enriquecida con diferentes elementos): (a) Ca2+, Mg2+, Si4+, Se2-, (b) S2-, Fe3+, Cu2+, Zn2+. 
Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existe diferencia significativa 
(p<0,05) 
 
En lo que se refiere a la tasa de conversión alimenticia (TCA) y porcentaje de 
eficiencia de crecimiento (%EC), por Artemia al tiempo T9, alimentadas con Isochrysis 
galbana var. T-iso enriquecida en las concentraciones de elementos ya conocidas, fue muy 
variable mostrando los siguientes valores : magnesio(2,96-33,71%), calcio(1,87-53,39%), 
silicio(3,07-32,48%), selenio(1,67-60,02%) y control(2,11-47,35%) indicándonos en ambos 
casos la existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y 
con respecto al control (p<0,05). En tanto que la TCA y %EC de Artemia con hierro, cobre, 
azufre y zinc con respecto al control fue de (2,74-36,40%), (1,71-58,46%), (1,37-72,95%), 
(2,75-36,37%) y (2,22-45,00%) respectivamente, indicándonos en ambos casos la 
existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y con 
respecto al control (p<0,05); resaltar que tanto los valores de TCA y %EC en todos los 
anteriores casos resultaron ser más eficientes que los reportados empleando Phaeodactylum 
tricornutum como alimento con el mismo enriquecimiento elemental (capítulo 3). Los valores 
de TCA nos indican cuan eficiente es Artemia vía la microalga enriquecida con el elemento 
para ganar peso o crecer; Lora-Vilchis et al.,2004 alimentando con Isochrysis galbana var. T-
iso obtiene una TCA de 3,60 (con una cantidad de alimento acumulado en los 7 días de 
cultivo de 557,5μg con respecto a los 234,06-489,48μg en 9 días del presente estudio) valor 
de eficiencia alto con respecto a los demostrados en el actual estudio. Sin embargo Seixas et 
al.,2009 alimentando con Rhodomonas lens y Tetraselmis suecica obtiene mayores TCA entre 
6,5 y 6,2 respectivamente. El comportamiento de las anteriores variables nos da una idea de 
cuan importantes son ciertos elementos en la calidad del alimento vía la cadena trófica y su 
desempeño nutricional sobre variables operacionales de cultivo.  
 
La calidad de Isochrysis galbana var. T-iso debida al enriquecimiento con diferentes 
elementos en concentraciones conocidas, demostró diferentes velocidades de crecimiento 
(VC) en Artemia (mm.día-1): magnesio-0,52, calcio-0,52, silicio-0,51, selenio-0,50, control-
0,49, no existiendo diferencias significativas (p=0,001) entre las condiciones y con respecto 
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control-0,38 la oscilación demostró la existencia de diferencias altamente significativas 
(p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control (p<0,05). Las mejores velocidades 
de crecimiento se obtuvieron con magnesio, calcio y cobre; mencionar que alimentando con 
Phaeodactylum tricornutum con el mismo enriquecimiento en elementos (capítulo 3) la VC 
fue mucho más eficiente. Lora-Vilchis et al.,2004 en su estudio sobre la tasa de crecimiento 
en Artemia con diferentes dietas obtiene con Isochrysis galbana var. T-iso velocidades de 
crecimiento muy cercanas a nuestros resultados en el rango de 0,32 y 0,96 mm.día-1. 
Evjemo and Olsen, 1999 en 7 días de crecimiento alimentando Artemia con la misma 
microalga que el presente estudio obtiene una VC media de 0,59. Sick 1976 indica que altas 
VC en Artemia alimentada con Dunaliella viridis son debidas a la ausencia de pared celular y 
al alto contenido de proteína celular y contenido energético, situación similar ocurre con 
Isochrysis galbana var. T-iso; sin embargo no son las únicas razones por las cuales el alto 
valor alimenticio de una microalga, debiéndose agregar que en el presente estudio el 
enriquecimiento mineral de la dieta es un factor más el cual influye en el valor alimenticio de 
la dieta y por ende en el siguiente nivel trófico.  
 
El peso seco ganado por los adultos de Artemia franciscana en base al elemento en la 
alimentación fue muy variable de modo que con magnesio, calcio, silicio, selenio y control 
osciló al T9 entre 126,69 y 183,04μg.artemia
-1 (tabla 6), por otra parte con hierro, cobre, 
azufre, zinc y control al T9 oscilo entre 105,58 y 200,09μg.artemia
-1 (tabla 7); indicándonos 
en todos los casos la existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las 
condiciones y con respecto al control (p<0,05). Tales valores de peso seco, se corresponden 
con la evolución de el peso orgánico (proteínas+lípidos+carbohidratos μg.Artemia-1) en el 
rango de 119,41-172,13 y 99,51-188,95μg.Artemia-1 respectivamente; y por ende con el 
contenido de materia orgánica por adulto de Artemia (tablas 6-7); dichos resultados se 
encuentran por debajo de los encontrados con Phaeodactylum tricornutum con el mismo 
enriquecimiento mineral (capítulo 3). Lora-Vilchis et al.,2004 alimentando Artemia con 
Isochrysis galbana var. T-iso obtuvo al día 7 solo un peso orgánico de 137,8μg.Artemia-1, 
Seixas et al.,2009 alimentando con Nannocloropsis gaditana, Isochrysis galbana, Tetraselmis 
suecica y Rhodomonas lens al T8 obtuvo pesos entre 25,7 y 111,2 μg.Artemia
-1. Evjemo and 
Olsen, 1999 alimentando Artemia con Isochrysis galbana var. T-iso por 11 días obtiene un 
peso seco de 195 μg.Artemia-1. Por otra parte Anh et al.,2009 en cultivos extensivos con 
alimentación en base al método de aguas verdes al día 5 de cultivo obtiene pesos entre 310 
y 320μg.Artemia-1. Ronsón-Paulín et al.,2009 al día 14 de cultivo con Tetraselmis suecica, 
Nannocloropsis sp y mezcla de estas con y sin probióticos obtiene pesos entre 140 y 
470μg.Artemia-1. Resultados que nos indicán que la variabilidad en la calidad nutritiva de la 
microalga influyen en la nutrición y crecimiento del organismo; calidad nutricional que en 
nuestro estudio fue posible modificar vía el enriquecimiento mineral de la microalga lo que 
impacto en el desempeño nutricional de Artemia para la generación de peso.  
 
Respecto al contenido de cenizas por adulto de Artemia como se puede observar en 
la figura 11a y tabla 6 vario con respecto al enriquecimiento del elemento en Isochrysis 
galbana var. T-iso, de modo que con magnesio, calcio, silicio, selenio y control mostró un 
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rango de oscilación entre 7,28 y 10,91μg.artemia-1 donde el mínimo valor lo represento el 
control y el máximo el selenio respectivamente; indicando la existencia de diferencias 
altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control (p<0,05). 
Cenizas generadas con hierro, cobre, azufre, zinc y control mostraron un contenido entre 
6,07 y 11,15μg.artemia-1 donde el mínimo valor es representado por el control y el máximo 
por el azufre existiendo diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones 
y con respecto al control (p<0,05) (figura 10b y tabla 7); decir que los valores de cenizas 
por organismo alimentando con Phaeodactylum tricornutum enriquecida con los mismos 
elementos, fueron superiores a los obtenidos con Isochrysis galbana var. T-iso. Dhont and 
Van Stappen, 2003 mencionan que diversos autores, citan en cultivos de Artemia adulta en 
condiciones de laboratorio porcentajes de cenizas en torno al 5 y 22% con diversos orígenes 
geográficos, así mismo Anh et al.,2009 en cultivos extensivos con alimentación en base al 
método de aguas verdes indican valores que oscilan entre 15 y 16%. En el presente estudio 













Figura 11.- Contenido organismo: peso seco, materia orgánica y cenizas (μg.Artemia-1) respecto la 
concentración de elementos en Isochrysis galbana var. T-iso en cultivo semicontinuo: (a) Mg2+, Ca2+, 
Si4+, Se2- (b) Fe3+, Cu2+ S2-, Zn2+. Media ± SD (n=3). 
 
La incorporación independiente de Mg2+, Ca2+, Si4+, Se2-, Fe3+, S2-, Zn2+ y Cu2+ por 
los adultos de Artemia franciscana vía Isochrysis galbana var. T-iso se puede observar en la 
figura 12 a-b y tablas 8-9; donde las cantidades de incorporación en Artemia en base al 
elemento fueron muy variables, lo que nos indica la existencia de diferencias altamente 
significativas (p=0,001) entre las condiciones (p<0,05), tablas 8-9. Tales diferencias 
concuerdan con la variabilidad de cenizas reportadas en todas las condiciones elementales, 
que además son evidentes en el comportamiento del peso seco y orgánico de Artemia vía el 
alimento. Reinfelder et al.,1998, sugieren que la bioacumulación de un elemento se basa en 
modelos conceptuales sencillos en donde la concentración del elemento en el organismo esta 
controlada por el equilibrio entre el consumo, eliminación y crecimiento, tal y como ocurre en 
bivalvos, copépodos, rotíferos y Artemia (Wang and Fisher, 1998) y como vía de 
bioacumulación las microalgas (Lee and Luoma, 1998b). La eficiencia de asimilación en los 
hidrobiontes es directamente proporcional al contenido citoplasmático del elemento en las 
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(Reinfelder and Fisher, 1991;1994; Hutchins et al.,1995; Wang and Fisher 1996; Chong and 
Wang 2000; Xu and Wang 2002; Cheung and Wang 2005). La eficacia de Artemia como un 
transportador de bioproductos de importancia dietética en niveles superiores de la cadena 
trófica es posible, por ejemplo productos liposolubles administrados a través de una 
emulsión, compuestos solubles en agua a través de liposomas (Hontoria et al.,1994; 
Tonheim et al.,2000; Monroig et al., 2003, 2006; Nordgreen et al.,2007) portador de 
microcápsulas (Sakamoto et al.,1982; Medina-Reyna et al.,2002a, b, c; Medina-Reyna et 
al.,2005); y como demuestra el presente estudio el transporte y bioacumulación indirecta o 
directa de elementos minerales importantes en marcados procesos fisiológicos y limitatorios 
de deformaciones esqueléticas en estadios tempranos y postlarvales de diferentes especies 
marinas (Nguyen et al.,2008). El enriquecimiento vía la cadena trófica incluso modifica la 
composición de ácidos grasos y supervivencia de larvas de pargo; lo que sería una 
importante herramienta biotecnológica a fin de mejorar la calidad de la cría larvaria de peces 
marinos en laboratorio. La utilidad del método de bioencapsulation por Artemia queda 













Figura 12.-Incorporación de elementos en Artemia franciscana alimentada con Isochrysis galbana var. 
T-iso: (a) Mg2+, Ca2+, Si4+, Se2- (b) S2-, Cu2+, Fe3+, Zn2+. Media ± SD (n=3) 
 
La inclusión de las concentraciones óptimas (capitulo 2) de magnesio, calcio, silicio, 
selenio, hierro, cobre, azufre y zinc con respecto a un control para la máxima generación de 
biomasa celular en Isochrysis galbana var. T-iso produjeron diferentes efectos como alimento 
en la composición bioquímica de Artemia franciscana de la siguiente manera: la biomasa 
celular con magnesio, calcio, silicio y selenio mostró la siguiente disposición bioquímica 
Carbohidratos>Proteínas>Lípidos(pg.cel-1), en tanto que en Artemia una vez consumida 
la microalga la disposición fue Proteínas>Lípidos>Carbohidratos(μg.Artemia-1) en la 
mayoría de los casos (figura 13 a-b); en el caso de la biomasa celular con hierro, cobre, 
azufre y zinc reveló el siguiente orden en la composición proximal 
Proteínas>Lípidos>Carbohidratos(pg.cel-1), y una vez consumida la microalga por 
Artemia Proteínas>Lípidos>Carbohidratos(μg.Artemia-1) en la totalidad de los casos 
(figura 13 c-d). Como se puede observar la composición de Artemia no es necesariamente el 
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Figura 13.- Evolución de la composición bioquímica de Isochrysis galbana var. T-iso (pg.cel-1) y de 













Figura 13.- Evolución de la composición bioquímica de Isochrysis galbana var Tiso (pg.cel-1) y de 
Artemia franciscana (μg.Artemia-1) con respecto a S2-, Cu2+, Zn2+, Fe3+ (c,d). 
 
En orden de importancia energética el contenido de proteína en Artemia franciscana 
fue el mayor combustible bioquímico (figura 13 b-d), una vez cultivada con la microalga y 
concentraciones conocidas de magnesio, calcio, silicio, selenio y control, mostrando los 
siguientes valores: 78,96, 92,77, 77,02, 105,48 y 63,84μg.Artemia-1 comparativamente; 
existiendo diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y con 
respecto al control (p<0,05), ver tabla 6. Por lo que respecta al hierro, cobre, azufre, zinc y 
control se obtuvieron 51,66, 76,83, 122,59, 54,47 y 55,34μg.Artemia-1 respectivamente; 
existiendo diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y con 
respecto al control (p<0,05) (tabla 7). Indicar que dichos valores de proteína fueron 
inferiores a los obtenidos alimentando Artemia con Phaeodactylum tricornutum y el mismo 
enriquecimiento mineral (capítulo 3).  
En tanto que el segundo combustible lo constituyó el contenido de lípidos (figura 13 
b-d) que para el magnesio, calcio, silicio, selenio y control mostró 32,55, 41,09, 41,31, 
37,50 y 29,55μg.Artemia-1 (tabla 6), en tanto que para el hierro, cobre, azufre, zinc y control 
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diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control 
(p<0,05) excepto entre el hierro y el zinc. Artemia alimentada con Phaeodactylum 
tricornutum y el mismo enriquecimiento mineral (capítulo 3) mostró valores de contenido 
lipídico superiores a los valores aquí descritos.  
Por lo que respecta a los carbohidratos (figura 13 b-d) valores de 30,72, 35,69, 
31,09, 29,15 y 26,02μg.Artemia-1 estuvieron presentes en magnesio, calcio, silicio, selenio y 
control comparativamente (tabla 6) así como 22,44, 28,73, 29,54, 21,80 y 20,86μg.Artemia-
1 en hierro, cobre, azufre, zinc y control; indicando la existencia de diferencias altamente 
significativas (p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control (p<0,05) excepto 
entre el magnesio y el silicio (tabla 7). Dichos contenidos fueron muy semejantes a los 
obtenidos alimentando Artemia con Phaeodactylum tricornutum y el mismo enriquecimiento 
mineral (capítulo 3). 
Cuando el contenido de proteína se considera como porcentaje de la fracción 
orgánica, tal valor fluctúo con relación al enriquecimiento elemental entre 51,45 y 64,88% 
figura 14 a-b y tablas 8-9; valores muy cercanos a los obtenidos en Artemia alimentada con 
Phaeodactylum tricornutum (54,12 y 70,70%) y el mismo enriquecimiento mineral (capítulo 
3). Seixas et al.,2009 en juveniles de 5 días alimentados con Tetraselmis suecica y 
Rhodomonas lens obtuvieron entre un 63 y 68% respectivamente en tanto que Anh et 
al.,2009 en cultivos extensivos con alimentación en base al método de aguas verdes describe 
entre un 55 y 56%. Los valores del presente estudio son similares a los descritos por Dhont 
and Van Stappen, 2003 para adultos de Artemia con un 39-67%. Los adultos de Artemia 
poseen una mayor cantidad de proteína que los nauplios debido a la dieta; así como un 
mayor contenido de los 10 principales aminoácidos esenciales que son considerados como 
necesarios por las larvas de peces. 
Por lo que respecta a la fracción orgánica de los lípidos revelaron un rango de 
variación entre 19,48 y 32,36% figura 14 a-b y tablas 6-7. Zhukova et al.,1998 indican que 
los porcentajes de asimilación de lípidos en Artemia responden a la variedad y calidad 
encontrada en la especie microalgal con que fue alimentada; en nuestro estudio tal calidad 
del alimento dependió de su enriquecimiento con diferentes elementos. Seixas et al.,2009 
alimentando juveniles por 5 días con Rhodomonas lens y Tetraselmis suecica demuestra un 
contenido entre 12 y 15%, Anh et al.,2009 en cultivos extensivos con alimentación en base 
al método de aguas verdes obtiene porcentajes en torno al 14%, en tanto que Dhont and 
Van Stappen, 2003 citan que varios autores han descrito porcentajes lipídicos en adultos en 
torno al 4 y 31%, valores muy cercanos al presente estudio.  
Por otra parte Dhont and Van Stappen, 2003 respecto a carbohidratos obtienen entre 
un 4 y 20%, valores que nuestros resultados superan para esa fracción entre un 16,94 y 
22,35% figura 14 a-b y tablas 6-7. Anh et al.,2009 reporta porcentajes entre un 14 y 15%. 
La fracción orgánica hace más evidente la compartimentalización de los combustibles 
bioquímicos en Artemia franciscana además de ser evidente que la calidad del alimento vía la 
diversidad de elementos promovió la calidad proximal de Artemia. Es sabido además que la 
ración alimenticia afecta la tasa reproductiva de Artemia y su contenido de proteínas, lípidos 
y carbohidratos. 
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Figura 14.- Porcentaje de proteínas, lípidos y carbohidratos en Artemia franciscana respecto la 
concentración de elementos en Isochrysis galbana var. T-iso en cultivo semicontinuo: (a) Mg2+, Ca2+, 
Si4+, Se2-, (b) Fe3+, S2-, Cu2+,Zn2+. 
 
En lo que concierne al valor calórico (VC) por Artemia en base a la calidad nutricional 
de Isochrysis galbana var. T-iso vía el magnesio, calcio, silicio, selenio y control mostró un 
rango de variación entre 3,14 y 4,51x10-6J.Artemia-1 indicando la existencia de diferencias 
altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control (p<0,05) 
(tabla 8); en tanto que vía el hierro, cobre, azufre, zinc y control manifestó una oscilación 
entre 2,60 y 4,90x10-6J.Artemia-1 existiendo diferencias altamente significativas (p=0,001) 
entre las condiciones y con respecto al control (p<0,05) excepto entre el control y el hierro 
(tabla 9). Los valores aquí descritos de VC superan los referidos por Seixas et al.,2009 en su 
estudio de alimentación con Tetraselmis suecica y Rhodomonas lens al T5 con 1,16 y 1,35 
x10-6J.Artemia-1; en tanto que Artemia alimentada con Phaeodactylum tricornutum con el 
mismo enriquecimiento mineral (capítulo 3) mostró valores en torno a 3,46-6,69x10-
6J.Artemia-1 y 4,26-8,66 x10-6J.Artemia-1 respectivamente. Lora-Vilchis et al.,2004 indica que 
en preadultos de Artemia alimentados con Isochrysis galbana var. T-iso obtiene un VC de 
11,8 x10-6J.Artemia-1. Demostrando nuestros resultados que la calidad del alimento de 
Artemia vía el enriquecimiento mineral en la microalga demuestra diversos grados de calidad 
de Artemia en cultivo. 
 
El contenido de ácidos grasos en Artemia franciscana fue modulado por la calidad de 
Isochrysis galbana var. T-iso (Zhukova et al.,1998) enriquecida con diferentes 
concentraciones de elementos (capitulo 2); donde los ácidos grasos (AG) más abundantes 
entre un 5 y 33% están representados por el 14:0, 16:0, 16:1(n-7), 18:0, 18:1(n-9), 
18:1(n-7) estimándose en conjunto en un 67,59-86,18% del total, resultados que superan 
los establecidos por Dhont and Van Stappen, 2003, con un 40-60%. Seixas et al.,2009 
mencionan que alimentando con diferentes microalgas el acido graso saturado mas 
abundante es el 16:0, sin embargo en el presente estudio el AG más abundante en Artemia 
fue el 18:1(n-9) entre un 24 y 33% reflejo de su abundancia en Isochrysis galbana var. T-iso 
(capítulo 2); Nelson et al.,2004 enriqueciendo juveniles de Artemia de 5 días con 
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poliinsaturados en conjunto de cadena corta entre un 8,59 y 19,99% son el 18:2(n-6), 
18:3(n-3), 18:4(n-3) (Zhukova et al.,1998); en tanto ácidos grasos en conjunto con más de 
20 carbonos representan un rango de entre 5,47 y 7,31%; siendo el 20:3(n-5), 20:4(n-6 
AA), 20:5(n-3EPA) y 22:6(n-3DHA). Donde el AG AA fue posible detectarlo entre un 3,17 y 
4,26%, en tanto que Seixas et al.,2009 alimentando con otras microalgas obtiene una 
concentración solo de 0,4%. Zhukova et al.,1998 indica que el metabolismo de los lípidos en 
Artemia es poco conocido ya que se ha observado la capacidad de este microcrustáceo para 
poder sintetizar mayores cantidades de novo de 16:0 y 18:0 que los encontrados en la dieta 
(capítulo 2), tal y como resulto evidente con el 18:0 en el presente estudio (tablas 10-11). 
Cada elemento en Artemia franciscana en la concentración ya descrita vía Isochrysis galbana 
var. T-iso, mostró diversos grados de evolución respecto a incrementar o decrecer 
porcentualmente tales AG. 
 
En la presente disertación destaca por su importancia el ácido graso 
docosahexaenoico (22:6(n-3) DHA) que forma parte del equilibrio DHA/EPA en la normal 
pigmentación de larvas de peces planos entre otros procesos. DHA estuvo presente en los 
adultos de Artemia con los siguientes valores Mg2+(0,48%), Ca2+(0,58%), Si4+(0,63%), Se2-
(0,54%), Control(0,44%) en tanto que con Fe3+(0,67%), S2-(0,82%), Zn2+(1,07%), 
Cu2+(0,74%), Control(0,51%) mostrándonos la existencia de diferencias altamente 
significativas (p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control (p<0,05), tablas 10-
11. Indicar que el contenido porcentual de DHA y EPA en la dieta microalgal enriquecida con 
los elementos y concentraciones ya descritas (capitulo 2); en la totalidad de los casos estuvo 
por encima de los valores porcentuales encontrados en Artemia una vez alimentada (tablas 
10-11) con dicha dieta (DHA=4-12,60% EPA=0,43-0,80%) (tablas 12-19), mismo 
comportamiento describió Zhukova et al.,1998 inclusive indicando la desaparición del DHA 
en adultos de 2 semanas de edad; Olsen et al., 1997 indican que después de 3 días de 
cultivo de juveniles de Artemia alimentados con Isochrysis galbana var. T-iso se observo una 
disminución en ellos, de entre un 84-92% de DHA, en tanto un 31-57% en EPA, tal 
disminución es debida a que este microcrustáceo posee una marcada propensión a 
retroconvertir ácidos grasos de cadena larga a corta (Evjemo et al.,1997; Navarro et al., 
1999) tanto en cantidad como en calidad, en función del tiempo de enriquecimiento o 
alimentación, lo que nos indicaría que los emplea en procesos de crecimiento y maduración 
sexual, que son indicativos de los valores ya descritos de TCA y %EC.  
La discusión anterior coincide con los valores de ARA encontrados en los adultos de Artemia 
los cuales estuvieron entorno al 1,54 y 4,26% (tablas 10-11) con respecto al 0,07 y 1,0% 
hallado en Isochrysis galbana var. T-iso enriquecida con los diferentes elementos (capítulo 
2). 
 
El contenido de AGT μg.Artemia-1 que correspondió del contenido lipídico de Artemia 
franciscana, alimentada con Isochrysis galbana var. T-iso enriquecida con cada elemento fue 
el siguiente: Mg2+(37,94%), Ca2+(24,73%), Si4+(28,35%), Se2-(25,49%), Control(28,02%) 
en tanto que con Fe3+(21,25%), S2-(10,92%), Zn2+(17,67%), Cu2+(19,78%), 
Control(16,21%); valores que estuvieron muy por debajo de los obtenidos en adultos de 
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Artemia alimentada con Phaeodactylum tricornutum con el mismo enriquecimiento mineral 
(capítulo 3). Bell et al.,2003 sugieren que existen dificultades en el apropiado 
enriquecimiento de Artemia con EPA y DHA lo que es un importante obstáculo para su 
idoneidad como presa viva en la alimentación de larvas de peces marinos. La pobre 
capacidad de enriquecimiento con EPA y DHA puede ser explicada por el alto contenido de 
lípidos libres antes y después del enriquecimiento especialmente triacilgliceroles(3,9%), metil 
y ethylalkylketonas con pequeñas concentraciones de monoacilgliceroles, diacilgliceroles, 
esteroles, esteres esteroles, y en particular ácidos grasos libres de escaso valor nutritivo 
(Volkman et al.,1981;Takeuchi et al.,1992; McEvoy et al.,1996; Zhukova et al.,1998); que 
en el presente estudio dados los valores de DHA Y EPA fue posible corregir en baja escala 
mediante la calidad y riqueza de fosfolípidos por el alimento con Isochrysis galbana var. T-iso 
enriquecida con diferentes elementos (tabla 10-11). Es en base a nuestros resultados que 
observamos cuan importante y variable resulta ser la inclusión de diferentes elementos en la 
modificación del perfil bioquímico en la cadena trófica. Dhont and Van Stappen, 2003; 
McEvoy et al.,1996 mencionan que los tiempos de enriquecimiento o crecimiento en Artemia 
influyen en calidad y cantidad de los lípidos presentes variando de un 23 a un 17% los 
fosfolípidos y de un 58 a un 64% los triacilgliceroles, situación que nos explicaría la 
disminución del porcentaje de EPA y DHA en Artemia con respecto a la dieta. 
 
Los peces marinos contienen grandes cantidades de ácido docosahexaenoico (22:6 n-
3 DHA) eicosapentaenoico (20:5n-3 EPA) en los fosfolípidos de las membranas celulares. Los 
peces marinos no pueden biosintetizar DHA de novo, ni de los precursores de cadena más 
corta, como es el ácido alfa-linolénico (18:3 n-3). Por lo tanto, DHA y EPA serán 
componentes esenciales de la dieta en los peces marinos. El DHA está presente en 
concentraciones muy elevadas en las membranas de células neuronales y visuales, 
particularmente en las membranas celulares externas así como membranas sinaptosomales, 
en peces como en mamíferos (Sargent et al.,1997, 1999).  
Por lo tanto, una insuficiencia de DHA en la dieta en etapas larvales tempranas de peces 
marinos es que puede perjudicar el desarrollo neurológico y visual con graves consecuencias 
para una serie de procesos fisiológicos y de comportamiento incluyendo los que dependen 
neuroendocrinologicamente.  
Pigmentación anormal es común en los cultivos de larvas de peces planos marinos, y se 
puede mejorar sustancialmente rectificando el nivel de DHA en las larvas mediante el 
alimento vivo (Kanazawa et al.,1981; Kanazawa, 1993; Reitan et al.,1994b; McEvoy et al., 
1998b). Se ha considerado que la mal pigmentación puede ser consecuencia de un mal 
funcionamiento neuronal o visual, por ejemplo, de procesamiento anormal de las señales 
visuales, ya sea en el propio ojo, o posteriormente en el cerebro, desde la producción 
anormal de la hormona estimulante de melanocitos en el cerebro, de frente a perturbaciones 
en las conexiones sinápticas entre los nervios y el melanóforos en la piel. El síndrome de mal 
pigmentación es causado por una deficiencia de DHA o un exceso de EPA, por lo que diversos 
autores han documentado la importancia de una alta razón DHA:EPA (Kraul, 1993; Mourente 
et al.,1993; Reitan et al.,1994b; Lavens et al.,1995). 
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La proporción porcentual de los AG DHA/EPA en los adultos de Artemia estudiados 
en base al enriquecimiento mineral en Isochrysis galbana var. T-iso se encontró entre 
0,67:1% y 2,07:1% (tabla 10-11 ), donde adultos enriquecidos con zinc, y con selenio 
cumplen con los requerimientos reportados por Reitan et al.,1994b en Sargent et al.,1999 
donde logra eliminar la mal pigmentación de larvas de rodaballo incluyendo aceite refinado 
de atún rico en DHA en proporción DHA/EPA 2:1%. Es de destacar que esta es 
esencialmente la misma proporción de DHA/EPA que existe en la yema de los muchos 
huevos y larvas de peces marinos (Tocher and Sargent, 1984). Aun cuando la mayoría de 
nuestros resultados (tablas 10-11) con excepción de adultos enriquecidos con zinc y con 
selenio, estuvieron por debajo de la proporción DHA:EPA 2:1%, es de destacar que fueron ≥ 
a los valores descritos por Ando et al.,2004 enriqueciendo metanauplios de Artemia con 
aceites de pescado ricos en ácidos grasos ethyl  esteres en torno al 1,4:1%. 
 
Se observaron importantes diferencias con respecto a los diferentes elementos en la 
evolución porcentual y μg.Artemia-1 de los ácidos grasos saturados (AGS entre un 29,56 y 
43,88%) mas los monoinsaturados (AGM oscilando entre 35,84 y 46,62%) con respecto a los 
poliinsaturados (AGP fluctuando entre 12,89 y 24,87%), indicándonos la existencia en ambos 
grupos (AGS+AGM y AGP), de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las 
condiciones de experimentación y con respecto al control (p<0,05), figura 15 a-b y tablas 
10-11. Seixas et al.,2009 alimentando juveniles de Artemia con diferentes microalgas 
demuestra valores de 35-38% para AGS, en tanto que en AGM un 27-28% y en AGP un 
35%. Por lo que respecta a la presente disertación en adultos de Artemia alimentados con 
Phaeodactylum tricornutum con diferente enriquecimiento mineral (capítulo 3) se indicaron 
valores de entre 18,72 y 51,15% para AGS, así como 38,12 y 70,74% para AGM, y 9,11 y 












Figura 15.- Evolución porcentual del contenido de ácidos grasos en Artemia franciscana alimentado con 
Isochrysis galbana var. T-iso  en cultivo semicontinuo con: (a) Mg2+, Se2-, Si4+, Ca2+ (b) Zn2+, S2-, 
Cu2+,Fe3+. Media ± SD (n=3) 
 
Los ácidos grasos poliinsaturados poseen tres grandes familias, mediante las cuales 
se derivan los procesos de elongación a ácidos grasos de cadena larga como son la serie ω-
9, ω-6 y ω-3; de los cuales las series importantes son la ω-3 y ω-6, así mismo la proporción 
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niveles tróficos, aspecto que se ha descuidado en la nutrición de organismos marinos 
(Estévez et al.,1999), por lo que una mayor proporción de los ω-3 en la cadena trófica es 
imprescindible en efectivos mecanismos formadores de membrana durante la metamorfosis 
de organismos marinos (Reitan et al.,1994; Estévez and Kanazawa, 1995). Es así que las 
proporciones de ácidos grasos ω-3:ω-6 después del enriquecimiento en Artemia franciscana 
mostraron diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de 
experimentación con respecto al control (p<0,05) ver tablas 10 y 11. La proporción 
porcentual de los AG ω-3:ω-6 en los elementos estudiados se encontró entre 1,23:1 y 
2,92:1 (tabla 10-11). Dicha proporción en adultos de Artemia alimentados con 
Phaeodactylum tricornutum enriquecida con diferentes elementos (capítulo 3) mostró 
superiores proporciones en el orden de 1,89:1 y 8,49:1. 
 
Actualmente, se esta prestado bastante atención a las investigaciones sobre la 
composición bioquímica y mineral de alimentos vivos, utilizados en la acuacultura, ya que el 
cultivo exitoso de peces y numerosos invertebrados acuáticos depende en parte de la 
correspondencia de la calidad nutricional de la dieta con las necesidades nutricionales de los 
organismos cultivados. Entre las diversas especies de zooplancton, el microcrustáceo Artemia 
franciscana es necesariamente utilizado como el tercer eslabón alimenticio vivo en la cría de 
estadios tempranos de crustáceos y larvas de varios peces marinos y de agua dulce. 
El conocimiento de las peculiaridades y los rangos de variación de la composición bioquímica 
de los organismos utilizados como alimento vivo vía la nutrición mineral es necesaria, a fin 
de elegir el método más apropiado para incrementar el valor nutritivo de los organismos 
cultivados. Una de las características bioquímicas más importantes a la que más atención se 
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Cultivo del Rotífero Brachionus plicatilis alimentado con Isochrysis galbana var. T-
iso (cultivo semicontinuo) y elementos óptimos (modificado de Fábregas et al., 
1984). Concentración de nutrientes 4 mg át. N/L y tasa de renovación 30%.día-1 
 Control Silicio1,0mM Selenio1,0mM Calcio10,0mM Magnesio10,0mM
Densidad celular 























F.O. celular      
%proteína en F.O. 28,91 26,62 26,99 31,79 29,07 
% carboh. en F.O. 44,44 49,81 46,67 44,23 46,41 
% lípidos en F.O. 26,64 23,57 26,33 23,97 24,51 
F.O. Rotífero 











% carboh. en F.O. 11,74 12,66 13,92 12,43 13,24 




















































































      
P. orgánico 
(ng.rotífero-1 ) 

























































































































































RelaciónC:N(átomos) 9,99 8,80 10,31 9,76 9,46 
Los valores aquí presentes son la media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple 
de Tukey), existe diferencia significativa (p<0,05). 
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Cultivo del Rotífero Brachionus plicatilis alimentado con Isochrysis galbana var. T-iso 
(cultivo semicontinuo) y elementos óptimos (modificado de Fábregas et al., 1984). 
Concentración de nutrientes 4 mg át. N/L y tasa de renovación 30%.día-1 
 Control Azufre0,1mM Zinc1,0mM Cobre1,0mM Hierro20,0mM
Densidad celular 























F.O. celular      
%proteína en F.O. 14,35 19,37 17,54 17,40 19,19 
% carboh. en F.O. 47,20 43,95 45,48 42,73 48,10 
% lípidos en F.O. 38,44 36,68 36,98 39,86 32,70 
F.O. Rotífero 











% carboh. en F.O. 11,92 11,12 12,91 11,26 13,16 




















































































      
Peso orgánico 
(ng.rotífero -1 ) 

























































































































































RelaciónC:N(átomos) 8,72 8,92 8,73 8,49 8,66 
Los valores aquí presentes son la media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple 
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Cultivo de Artemia franciscana alimentada con Isochrysis galbana var. T-iso (cultivo 
semicontinuo) y elementos óptimos (modificado de Fábregas et al., 1984). Concentración 
de nutrientes 4 mg át. N/L y tasa de renovación 30%.día-1 
 Control Silicio1,0mM Selenio1,0mM Calcio10,0mM Magnesio10,0mM
Densidad celular 























F.O. celular      
%proteína en F.O. 33,07 28,22 30,89 32,93 31,67 
% carboh. en F.O. 38,16 42,45 36,72 39,28 39,43 
% lípidos en F.O. 28,77 29,33 32,38 27,80 28,90 
F.O. Artemia 











% carboh. en F.O. 21,78 20,80 16,94 21,04 21,60 
% lípidos en F.O. 24,74 27,65 21,78 24,23 22,88 
Proteínas (pg.célula-









































































      
Peso orgánico 
(µg.Artemia -1 ) 


























































































































































RelaciónC:N(átomos) 8,54 9,30 8,97 8,97 8,65 
Los valores aquí presentes son la media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple 
de Tukey), existe diferencia significativa (p<0,05). 
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Cultivo de Artemia franciscana alimentada con Isochrysis galbana var. T-iso (cultivo 
semicontinuo) y elementos óptimos (modificado de Fábregas et al., 1984). 
Concentración de nutrientes 4 mg át. N/L y tasa de renovación 30%.día-1 
 Control Azufre0,1mM Zinc1,0mM Cobre1,0mM Hierro20,0mM
Densidad celular 























F.O. celular      
%proteína en F.O. 40,12 37,71 44,58 36,20 36,38 
% carboh. en F.O. 26,18 30,92 23,97 31,90 29,57 
% lípidos en F.O. 33,69 31,36 31,46 31,89 34,04 
F.O. Artemia 











% carboh. en F.O. 20,98 15,63 21,18 18,41 22,35 




















































































      
Peso orgánico 
(µg.Artemia -1 ) 

























































































































































RelacciónC:N(átomos) 7,92 7,54 8,06 7,64 7,69 
Los valores aquí presentes son la media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple 























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Reformulación del Medio de Cultivo “ALGAL” (Fábregas et al.,1984) por la 
incorporación en conjunto de los elementos Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, 
y S2- en concentraciones óptimas; en dos tipos de medio: Algal Alto Rendimiento 
(AARPt, AARTISO) y Algal Incremento Concentración EPA y DHA (AEPA y 






Capitulo 5: Reformulación del Medio de Cultivo “ALGAL” (Fábregas et al.,1984) por la incorporación 





Cada microalga posee necesidades específicas minerales que han de ser 
cuidadosamente calculadas con respecto a la concentración óptima de nutrientes (Becker and 
Venkataraman, 1982; Fábregas et al.,1985a; Fábregas and Herrero 1986; Fábregas et 
al.,1986a; Fábregas et al.,1986b; Mandalam-Ramkumar and Palsson-Bernhard 1998 
Andersen, 2005). Las recetas de medios de cultivo actualmente disponibles, no siempre son 
adecuadas para muchas especies, y la elección exacta para una especie en particular 
depende de ensayo y error. Se debe recordar que en el cultivo en general existen o no 
métodos equivocados; los medios de cultivo se han desarrollado probando varias adiciones, 
generalmente basadas en consideraciones teóricas. El perfeccionamiento de la composición 
de los medios, para el mantenimiento en laboratorio de cultivos microalgales, han sido 
objeto de investigación por varias décadas, dando lugar a muchas recetas de diferentes 
medios que se informan en la literatura y que se utilizan en diferentes laboratorios (Harrison 
et al.,1980; Keller et al.,1987; Fábregas et al., 2000; Berges et al.,2001; Barsanti and 
Gualtieri, 2006). Las formulaciones de medios de cultivo más empleadas hoy en día en 
acuacultura son: Erdschreiber (Foyn 1934), f/2 (Guillard and Ryther, 1962), Walne 1970, 
Algal (Fábregas et al.,1984). 
 
La nutrición y balance mineral es un área poco explotada en acuacultura, recibiendo 
poca atención en las distintas fases de la nutrición de organismos acuáticos. Algunos metales 
y metaloides son componentes importantes de enzimas, las cuales catalizan reacciones 
necesarias en la conversión y transformación de ácidos grasos además de coadyuvar contra 
daño oxidativo de las membranas celulares; y estar implicados estos macro y 
microelementos en importantes procesos como la supervivencia, metamorfosis, crecimiento 
y pigmentación a nivel larval. 
 
Unos 30 elementos inorgánicos al menos así como muchos compuestos orgánicos 
pueden ser utilizados por las microalgas para su nutrición (Kaplan et al.,1990; Becker, 1994) 
distinta de C, N y P; así como también de importancia son el S, K, Na, Fe, Mg, Ca y 
oligoelementos tales como B, Cu, Mn, Zn, Mo, Co, V, y Se, como se refleja en la composición 
elemental de las microalgas (Salisbury and Ross, 1992; Marschner, 1995). Muchos de los 
oligoelementos son importantes en las reacciones enzimáticas y para la biosíntesis de 
bastantes compuestos, por ejemplo el Co es esencial para la producción de vitamina B12. El 
silicio está presente en las paredes celulares de varias divisiones de microalgas, 
especialmente las diatomeas, la deposición de las estructuras celulares de silicio juegan un 
papel muy importante en el ciclo biogeoquímico del silicio (Montsant et al.,2005) y es un 
nutriente esencial para su crecimiento y producción (Healy, 1973). La limitación de silicio 
produce la acumulación de metabolitos secundarios de alto peso molecular (Arias et 
al.,2009). 
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Es en base a lo anteriormente descrito que se plantea importante la manipulación de 
la nutrición mineral en las microalgas como base de la cadena trófica siendo una herramienta 
importante que influye en la calidad bioquímica de estas; ahora bien es importante 
respondernos si la concentración de diferentes macro y microelementos influyen en la 
productividad y calidad bioquímica de las microalgas, y así mismo observar como responde la 
acumulación de estos elementos en concentraciones adecuadas en el siguiente nivel trófico 
(alimento vivo rotíferos y Artemia) desde el punto de vista bioquímico y del ciclo biológico de 




Una vez realizada la incorporación de Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- 
en diferentes concentraciones en Phaeodactylum tricornutum (capítulo 1) e Isochrysis 
galbana var. T-iso (capítulo 2), se observó que concentraciones de Ca2+[1,0], Mg2+[1,0], Se2-
[1,0], Si4+[1,0], Fe3+[20,0], Zn2+[0,1], Cu2+[0,1], y S2-[0,1] mostraron por separado un 
mayor desempeño en la generación de densidad celular en Phaeodactylum tricornutum 
(capítulo 1); en tanto que concentraciones de Ca2+[1,0], Mg2+[1,0], Se2-[0,1], Si4+[1,0], 
Fe3+[20,0], Zn2+[0,1], Cu2+[0,1], y S2-[1,0] nos indicaron por separado la mejor generación 
de concentraciones del ácido graso poliinsaturado eicosapentaenoico 20:5n-3 EPA (capítulo 
1).  
En lo que respecta a Isochrysis galbana var. T-iso concentraciones de Ca2+[10,0], 
Mg2+[10,0], Se2-[1,0], Si4+[1,0], Fe3+[20,0], Zn2+[1,0], Cu2+[1,0], y S2-[0,1] demostraron 
por separado un mayor desempeño en la generación de densidad celular; así mismo 
concentraciones de Ca2+[1,0], Mg2+[1,0], Se2-[0,1], Si4+[1,0], Fe3+[20,0], Zn2+[1,0], 
Cu2+[1,0], y S2-[1,0] revelaron por solitario la generación de mejores concentraciones del 
ácido graso poliinsaturado docosahexaenoico 22:6n-3 DHA (capítulo 2). 
 
Es, con los anteriores resultados que se observo la posibilidad de incluir los 
diferentes macro y microelementos en el balance y reformulación del medio de cultivo 
“ALGAL” (Fábregas et al.,1984), tomando en cuenta la importancia de dichos elementos en 
diferentes procesos fisiológicos necesarios a nivel celular, los cuales desencadenaron 
modificaciones en el perfil de ácidos grasos de las microalgas testadas, por lo que es posible 
dentro de ciertos límites manipularlas, ya sea sobre su metabolismo, modulando los 
parámetros de crecimiento microalgal; o la correlación entre los componentes del medio de 
cultivo (Carvalho et al.,2006). La nutrición mineral y sus efectos en la variación de la 
composición del medio de cultivo en la producción de ácidos grasos y biomasa celular es 
viable, mediante la inclusión en el medio de cultivo de los elementos ya citados, los cuales 
además de cumplir en la células con funciones fisiológicas, coadyuvan en la calidad 
bioquímica de las mismas y estas a su vez funcionar como vehículo de transporte de dichos 
elementos a los siguientes niveles tróficos. Comportamientos similares a los reportados en el 
capítulo 1 y 2 de la presente disertación, con respecto a la cantidad de los ácidos grasos han 
sido manifestados por Feng et al.,2005; los cuales concluyen que la adición en el medio de 
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cultivo de moléculas orgánicas e inorgánicas mejora la producción de lípidos y ácidos grasos 
poliinsaturados en microalgas. 
Considerando lo anteriormente dicho, es que se dio origen a dos diferentes tipos de 
medios de cultivo, para la máxima generación de densidad celular; los cuales se 
denominaron Algal Alto Rendimiento Isochrysis galbana var. T-iso (AARTISO) y Algal 
Alto Rendimiento Phaeodactylum tricornutum (AARPt) ver tabla 2 y 3; los cuales se 
concibieron reconstituyendo el medio de cultivo “Algal Industrial” (AI) (tabla 1) con las 
concentraciones elementales antes descritas como óptimas. Tales medios de cultivo se 
prepararon en una concentración 4mM de NaNO3 . 
 
A la par se originaron además, otros dos tipos de medio de cultivo para obtener la 
máxima producción del ácido graso poliinsaturado eicosapentaenoico 20:5(n-3 EPA); en la 
microalga Phaeodactylum tricornutum, el cual se denomino Algal-Incremento de la Cantidad 
de EPA (AEPA) ver tabla 4, así como el Algal-Incremento de la Cantidad de DHA (ADHA) 
para obtener la máxima producción del ácido graso poliinsaturado docosahexaenoico 22:6(n-
3 DHA) en Isochrysis galbana var. T-iso (ver tabla 5); ambos medios de cultivo fueron 
creados en base a la reformulación del medio de cultivo “Algal Industrial” (AI) con las 
concentraciones elementales optimas antes descritas. Tales medios de cultivo se prepararon 
en una concentración 4mM de NaNO3 . 
Dichos medios fueron estudiados posteriormente, a fin de evaluar su efecto en 
cultivo con diferentes concentraciones de nitrógeno, sobre la generación de biomasa, 
composición bioquímica, e incorporación elemental celular en los capítulos 6 y 7.  
 
Macro y microelementos son esenciales para el crecimiento microalgal, los cuales se 
incorporan dentro de moléculas orgánicas esenciales, en particular en una serie de factores 
coenzimáticos de reacciones fotosintéticas. De estos metales las concentraciones (o más 
exactamente la concentración biológicamente disponible) de Fe, Mn, Zn, Cu y Co (y algunas 
veces Mo y Se) en aguas naturales puede ser limitante, para el crecimiento microalgal. Se 
conoce poco sobre las complejas relaciones entre especiación química de metales y su 
disponibilidad biológica como nutriente.  
 
 El término nutriente es coloquialmente aplicado a un químico necesario en cantidades 
relativamente grandes, y que puede ser utilizado como elemento o compuesto necesario 
para el crecimiento microalgal. 
 Las concentraciones medias de los nutrientes de importancia biológica, encontrados 
en un agua de mar típica se dividen de acuerdo a Barsanti and Gualtieri, 2006, en tres 
grupos, los cuales son tipificados debido a una disminución en su concentración (tabla 6). 
 
 Grupo 1. La concentración de estos elementos no muestra una esencial variación en 
el agua de mar, es así que un alto crecimiento microalgal no los puede agotar en el medio de 
cultivo. Por lo tanto tales componentes en teoría no tendrían que añadirse a los medios de 
cultivo utilizando agua de mar natural; pero si es necesario añadirlos al agua de mar 
destilada cuando se elaboran medios de cultivo con agua de mar artificial (Barsanti and 
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Gualtieri, 2006). Sin embargo nuestras investigaciones han demostrado (capítulo 1 y 2) que 
introduciendo ciertas concentraciones optimas, a mayores, de magnesio, calcio, y azufre de 
las ya presentes en el agua de mar, es posible influir sobre la generación de densidad celular 
y otras concentraciones más modificar la cantidad de ácidos grasos poliinsaturados 
específicamente el EPA y DHA en las microalgas testadas. 
 
 Grupo 2. También poseen concentraciones muy constantes en el agua de mar, o 
pueden variar en un factor inferior a 5. Debido a que la biomasa microalgal en condiciones 
naturales no puede agotar sus concentraciones significativamente, por lo que “no sería” 
necesario añadir estos a los medios de cultivo con agua de mar natural. Los medios 
artificiales estándar (y algunos medios de agua de mar natural) añaden molibdeno (como 
molibdato), el cual es un nutriente esencial para las microalgas, el selenio (como selenito), el 
cual a sido demostrado es necesario para algunas microalgas, así como el estroncio, bromo y 
fluor; todos los cuales ocurren en concentraciones relativamente elevadas en el agua de 
mar, pero ninguno de los cuales han demostrado ser esenciales para el crecimiento 
microalgal (Barsanti and Gualtieri, 2006). Es en este grupo que el elemento selenio ha 
demostrado (capítulo 1 y 2) en diferentes concentraciones en el medio de cultivo “ALGAL” 
ser importante en la generación de biomasa y mejorar la cantidad de ácidos grasos 
poliinsaturados principalmente el EPA Y DHA en Phaeodactylum tricornutum e Isochrysis 
galbana var. T-iso respectivamente. 
 
 Grupo 3. Todos los elementos de este grupo es conocido son necesarios para las 
microalgas (el silicio se ha mencionado es únicamente necesario para diatomeas así como 
algunas crisófitas; en tanto el níquel es necesario únicamente para formar ureasa, cuando 
las microalgas utilizan urea como fuente de nitrógeno). Estos nutrientes están generalmente 
presentes en bajas concentraciones en el agua de mar natural; por lo que las microalgas al 
requerir de cantidades substanciales, es que las concentraciones varían ampliamente 
(generalmente por un factor de 10 a 1000). Todos estos nutrientes (excepto el silicio y el 
níquel en algunas circunstancias) en general debieran añadirse a los medios de cultivo a fin 
de generar altas concentraciones de biomasa microalgal (Barsanti and Gualtieri, 2006). Los 
resultados generados en el capítulo 1 y 2 de la presente disertación, nos demuestran que no 
solo el silicio es necesario por las diatomeas como fue el caso de Phaeodactylum tricornutum 
(capítulo 1) para un mejor rendimiento celular y perfeccionamiento en concentración de su 
ácido graso poliinsaturado principal que es el EPA; si no que además dicho elemento expresó 
ser importante también para Isochrysis galbana var. T-iso para mejorar también su 
rendimiento celular y producción de DHA, ácido graso poliinsaturado importante en esta 
microalga. 
Muy poco se sabe acerca del hierro en el agua de mar o los mecanismos de captación de las 
microalgas, debido a la compleja química del elemento. El cobre no parece ser un requisito 
necesario en las microalgas, o bien no necesitan, o necesitar cantidades muy pequeñas, las 
cuales pueden ser tomadas del agua de mar natural y ser suficientes para mantener tasas 
máximas de crecimiento (Barsanti and Gualtieri, 2006). Sin embargo dados los resultados 
del capítulo 1 y 2, hierro y cobre demostraron ser necesarios en concentraciones óptimas en 
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cultivos celulares en discontinuo y semicontinuo para generación máxima de crecimiento 
celular, así como modificar la concentración de ácidos grasos poliinsaturados importantes. 
 
 Los medios de cultivo pueden ser clasificados como definidos o indefinidos. Los 
medios definidos que son a menudo esenciales para estudios de nutrición, poseen 
componentes conocidos en su totalidad y a los cuales se les puede asignar una formula 
química. Los medios indefinidos, por el contrario contienen una o más ingredientes naturales 
o complejos, por ejemplo agar o extracto de hígado y el agua de mar, cuya composición es 
desconocida y puede variar. 
Existe una gran variedad de medios de cultivo definidos e indefinidos para microalgas 
marinas reportados en la literatura, de los cuales los más comunes son: Walne’s, ASN-III, 
CHU-11, PCR-S11, f/2, K, ESAW, ALGAL, denominados como de amplio espectro, por cubrir 
con las necesidades de la mayoría de las microalgas. Los cuales o algunos de ellos pueden 
poseer o no, en común uno o varios constituyentes-ingredientes. En la presente disertación 
como ya se definió anteriormente se testaron Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- 
por separado en la reconstitución del medio de cultivo “ALGAL” (capítulos 1 y 2); 
posteriormente en los capítulos 6 y 7 se introdujeron en conjunto en dicho medio, 
generándose 4 diferentes recetas ya descritas anteriormente (tablas 2-5), las cuales son 
consideradas como novedosas ya que en ninguno de los medios estimados como comunes, 
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ALGAL INDUSTRIAL 4 mM** 
Fábregas, J., Abalde, J., Herrero C., Cabezas, B., and Veiga, M. 1984. Growth of the 
marine microalgae Tetraselmis suecica in batch cultures with different salinities and nutrient 
concentrations. Aquaculture 42: 207-215. 
 
SOLUCIÓN 1 
Macro/microelementos Concentración μM Cantidad mg/L 
ZnCl2 1,0 27,26 
MnCl22H2O 1,0 39,58 
NaMoO4H2O 1,0 48,39 
CoCl26H2O 0,1 4,76 
CuSO4 0,1 3,17 
   
   
   
EDTA  374,0  
 
Nota: disolver en 200 mL de agua destilada 
 
SOLUCIÓN 2 
C6H5FeO7.H2O 20 1051,88 
 
Nota: disolver en 100 mL de agua destilada 
 
SOLUCIÓN 3 
Tiamina  7,0 
Biotina  1,0 
B12  0,6 
Nota: disolver la tiamina en 98 mL de agua acida (pH 4,5-5). Adicionar otras vitaminas 
(Biotina y B12) 
 
SOLUCIÓN 4 
NaNO3 2000 34,000 
NaH2PO4 100 2,400 
 
Nota: disolver en 600 mL de agua destilada. 
Las soluciones deberán ser autoclavadas y mezcladas en frío quedando las soluciones 
mezcladas en un volumen final de 1 Litro. 
** 10 mL de solución stock se adicionarán a 1L de agua de mar autoclavada para quedar 
una concentración de NaNO3 en 4 mM. 
Capitulo 5: Reformulación del Medio de Cultivo “ALGAL” (Fábregas et al.,1984) por la incorporación 
en conjunto de los elementos Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- en concentraciones óptimas. 
 236
Tabla 2: ALGAL ALTO RENDIMIENTO 4 mM**  
Phaeodactylum tricornutum 
Modificado de Fábregas, J., Abalde, J., Herrero C., Cabezas, B., and Veiga, M. 1984. 
Growth of the marine microalga Tetraselmis suecica in batch cultures with different salinities 
and nutrient concentrations. Aquaculture 42: 207-215. 
 
SOLUCIÓN 1 
Macro/microelementos Concentración μM Cantidad mg/L 
ZnCl2 0,1 2,73 
MnCl22H2O 1,0 39,58 
NaMoO4H2O 1,0 48,39 
CoCl26H2O 0,1 4,76 
MgSO47H2O 1,0 49,30 
CaCl2 1,0 22,20 
CuSO4 0,1 3,17 
SiO2 1,0 12,02 
SeO2 1,0 22,19 
Na2SO4 0,1 2,84 
EDTA  514,0  
Nota: disolver en 200 mL de agua destilada 
 
SOLUCIÓN 2 
C6H5FeO7.H2O 20 1051,88 
 
Nota: disolver en 100 mL de agua destilada 
 
SOLUCIÓN 3 
Tiamina  7,0 
Biotina  1,0 
B12  0,6 
Nota: disolver la tiamina en 98 mL de agua acida (pH 4,5-5). Adicionar otras vitaminas 
(Biotina y B12) 
 
SOLUCIÓN 4 
NaNO3 2000 34,000 
NaH2PO4 100 2,400 
 
Nota: disolver en 600 mL de agua destilada. 
Las soluciones deberán ser autoclavadas y mezcladas en frío quedando las soluciones 
mezcladas en un volumen final de 1 Litro. 
** 10 mL de solución stock se adicionarán a 1L de agua de mar autoclavada para quedar 
una concentración de NaNO3 en 4 mM. 
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Tabla 3: ALGAL ALTO RENDIMIENTO 4 mM**  
Isochrysis galbana Parke var. T-iso 
Modificado de Fábregas, J., Abalde, J., Herrero C., Cabezas, B., and Veiga, M. 1984. 
Growth of the marine microalga Tetraselmis suecica in batch cultures with different salinities 
and nutrient concentrations. Aquaculture 42: 207-215. 
 
SOLUCIÓN 1 
Macro/microelementos Concentración μM Cantidad mg/L 
ZnCl2 1,0 27,26 
MnCl22H2O 1,0 39,58 
NaMoO4H2O 1,0 48,39 
CoCl26H2O 0,1 4,76 
MgSO47H2O 10,0 492,96 
CaCl2 10,0 221,98 
CuSO4 1,0 31,72 
SiO2 1,0 12,02 
SeO2 1,0 22,19 
Na2SO4 0,1 2,84 
EDTA  3063,0 
 
Nota: disolver en 200 mL de agua destilada 
 
SOLUCIÓN 2 
C6H5FeO7.H2O 20 1051,88 
 
Nota: disolver en 100 mL de agua destilada 
 
SOLUCIÓN 3 
Tiamina  7,0 
Biotina  1,0 
B12  0,6 
 
Nota: disolver la tiamina en 98 mL de agua acida (pH 4,5-5). Adicionar otras vitaminas 
(Biotina y B12) 
 
SOLUCIÓN 4 
NaNO3 2000 34,000 
NaH2PO4 100 2,400 
Nota: disolver en 600 mL de agua destilada. 
Las soluciones deberán ser autoclavadas y mezcladas en frío quedando las soluciones 
mezcladas en un volumen final de 1 Litro. 
** 10 mL de solución stock se adicionarán a 1L de agua de mar autoclavada para quedar 
una concentración de NaNO3 en 4 mM. 
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Tabla 4: ALGAL INCREMENTO CANTIDAD EPA 4 mM**  
Phaeodactylum tricornutum 
Modificado de Fábregas, J., Abalde, J., Herrero C., Cabezas, B., and Veiga, M. 1984. 
Growth of the marine microalga Tetraselmis suecica in batch cultures with different salinities 
and nutrient concentrations. Aquaculture 42: 207-215. 
 
SOLUCIÓN 1 
Macro/microelementos Concentración μM Cantidad mg/L 
ZnCl2 0,1 2,73 
MnCl22H2O 1,0 39,58 
NaMoO4H2O 1,0 48,39 
CoCl26H2O 0,1 4,76 
CuSO4 0,1 3,17 
MgSO47H2O 1,0 49,30 
CaCl2 1,0 22,20 
SiO2 1,0 12,02 
SeO2 0,1 2,22 
Na2SO4 1,0 28,41 
EDTA  748,0  
 
Nota: disolver en 200 mL de agua destilada 
 
SOLUCIÓN 2 
C6H5FeO7.H2O 20 1051,88 
 
Nota: disolver en 100 mL de agua destilada 
 
SOLUCIÓN 3 
Tiamina  7,0 
Biotina  1,0 
B12  0,6 
 
Nota: disolver la tiamina en 98 mL de agua acida (pH 4,5-5). Adicionar otras vitaminas 
(Biotina y B12) 
 
SOLUCIÓN 4 
NaNO3 2000 34,000 
NaH2PO4 100 2,400 
Nota: disolver en 600 mL de agua destilada. 
Las soluciones deberán ser autoclavadas y mezcladas en frío quedando las soluciones 
mezcladas en un volumen final de 1 Litro. 
** 10 mL de solución stock se adicionarán a 1L de agua de mar autoclavada para quedar 
una concentración de NaNO3 en 4 mM. 
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Tabla 5: ALGAL INCREMENTO CANTIDAD DHA 4 mM**  
Isochrysis galbana Parke var. T-iso 
Modificado de Fábregas, J., Abalde, J., Herrero C., Cabezas, B., and Veiga, M. 1984. 
Growth of the marine microalga Tetraselmis suecica in batch cultures with different salinities 
and nutrient concentrations. Aquaculture 42: 207-215. 
 
SOLUCIÓN 1 
Macro/microelementos Concentración μM Cantidad mg/L 
ZnCl2 1,0 27,26 
MnCl22H2O 1,0 39,58 
NaMoO4H2O 1,0 48,39 
CoCl26H2O 0,1 4,76 
CuSO4 1,0 31,72 
MgSO47H2O 1,0 49,30 
CaCl2 1,0 22,20 
SiO2 1,0 12,02 
SeO2 0,1 2,22 
Na2SO4 1,0 28,41 
EDTA  959,0  
 
Nota: disolver en 200 mL de agua destilada 
 
SOLUCIÓN 2 
C6H5FeO7.H2O 20 1051,88 
 
Nota: disolver en 100 mL de agua destilada 
 
SOLUCIÓN 3 
Tiamina  7,0 
Biotina  1,0 
B12  0,6 
 
Nota: disolver la tiamina en 98 mL de agua acida (pH 4,5-5). Adicionar otras vitaminas 
(Biotina y B12) 
 
SOLUCIÓN 4 
NaNO3 2000 34,000 
NaH2PO4 100 2,400 
Nota: disolver en 600 mL de agua destilada. 
Las soluciones deberán ser autoclavadas y mezcladas en frío quedando las soluciones 
mezcladas en un volumen final de 1 Litro. 
** 10 mL de solución stock se adicionarán a 1L de agua de mar autoclavada para quedar 
una concentración de NaNO3 en 4 mM. 
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Tabla 6. Concentración media típica de los componentes del agua de mar. 
 
 Elemento Concentración media 
Molar (rango) 
Grupo 1   
 Na+ 4,7x10-1 
 K+ 1,02x10-2 
 Mg2+ 5,3x10-2 
 Ca2+ 1,03x10-2 







   
Grupo 2   
 Br- 8,4x10-4 
 F- 6,8x10-5 
 IO3
- 4,4x10-7 
 Li+ 2,5x10-5 
 Rb+ 1,4x10-6 
 Sr2+ 8,7x10-5 











   
Grupo 3   
 NO3
- 3x10-5(10-8 a 4,5x10-5) 
 PO4
3- 2,3x10-6(10-7 a 3,5x10-6) 
 Fe3+ 1x10-9(10-10 a 10-7) 
 Zn2+ 6x10-9(5x10-11 a 10-7) 
 Mn2+ 5x10-10(2x10-10 a 10-6) 
 Cu2+ 4x10-9(5x10-10 a 6x10-9) 
 Co2+ 2x10-11(10-11 a 10-10) 
 SiO4
4- 1x10-4(10-7 a 1,8x10-4) 
 Ni2+ 8x10-9(2x10-9 a 1,2x10-8) 
 





































Evaluación del efecto de los medios de cultivo Algal Alta Rendimiento 
(AAR) y Algal Incremento Concentración DHA (ADHA) en diferentes 
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bioquímica, e incorporación elemental de Isochrysis galbana var. T-iso, en 
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Se ha prestado poca atención a los efectos de la absorción de metales en diversos 
organismos marinos. Muchos metales bioactivos, son elementos esenciales como nutrientes 
para el crecimiento microalgal, tal y como a sido demostrado en los capítulos 1 y 2 de la 
presente disertación, así como, además jugar un papel importante en la regulación de la 
sucesión de la productividad primaria en comunidades fitoplactónicas (Hudson, 1998; Sunda 
and Huntsman, 1998). Como resultado recientemente se esta prestando atención a la 
investigación sobre la interacción de varios elementos en el crecimiento microalgal (Braek et 
al.,1980; Currie et al.,1998; Rijstenbil et al.,1998; Lee and Luoma, 1998b; Hong et 
al.,2009). Algunos estudios han demostrado que diferencias en la concentración de los 
macro y micronutrientes afectan la absorción de los elementos por las microalgas y su 
posterior transferencia a lo largo de la cadena trófica (Lee and Wang, 2001; Wang and Dei, 
2001a, b, c; Wang et al.,2007). 
 
Es en base a lo anteriormente descrito que se plantea importante la manipulación de 
la nutrición mineral en las microalgas como base de la cadena trófica siendo una herramienta 
importante ya que influye en la calidad bioquímica de estas (Mandalam-Ramkumar and  
Palsson-Bernhard 1998); ahora bien es importante respondernos si la concentración de 
diferentes macro y microelementos en conjunto influyen en la productividad y calidad 
bioquímica de las microalgas dada la reconstitución del medio de cultivo “ALGAL 
INDUSTRIAL” (Fábregas et al.,1984. 
 
Diseño experimental 
Se utilizo a la microalga Isochrysis galbana (var. T-iso, CCMP 1324) para cultivarla 
en régimen discontinuo y semicontinuo en minifotobiorreactores cilindro cónicos con 80 mL 
de volumen de cultivo; empleando y comparando los siguientes medios de cultivo: “Algal 
Industrial” (AITISO=ALGAL) (Fábregas et al.,1984), Algal Alto Rendimiento (AARTISO) 
(desarrollado en el capítulo 5, en base a los resultados del capítulo 2) ambos con una 
concentración de nutrientes 4 mg át. N.L-1 en forma de NaNO3, así como el medio 
denominado “Algal Incremento de la Cantidad DHA” (ADHA) (desarrollado en el capítulo 5, 
en base a los resultados del capítulo 2) con una concentración de nutrientes 4, 8 y 16 mg át. 
N.L-1 en forma de NaNO3. Las condiciones de cultivo se especifican en la sección de 
Materiales y Métodos. Los cultivos (n=5) se sometieron a una tasa de renovación del 30%. 
Se empleó una densidad inicial de 5,0x106células.mL-1. Los cultivos se dejaron llegar hasta el 
final de la fase logarítmica. Se considero que alcanzó la fase estacionaria cuando la densidad 
celular en cultivo se mantuvo constante durante tres días consecutivos como mínimo, 
finalizando el cultivo discontinuo, evalúese la biomasa generada y coséchese de 5 a 10 mL 
de biomasa microalgal por centrifugación, para el análisis correspondiente de proteínas, 
carbohidratos, lípidos, ácidos grasos, incorporación de metales; y filtración de biomasa 
microalgal, para determinación de peso seco, cenizas y materia orgánica por célula de 
Isochrysis galbana var. T-iso, en base a las técnicas descritas en la sección de Materiales y 
Métodos.  
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Resultados y discusión. 
La densidad celular de Isochrysis galbana var. T-iso (106cel.mL-1), cultivada con los 
diferentes medios de cultivo y concentraciones ya citadas, una vez que llegaron al final de la 
fase estacionaría de crecimiento, mostraron los siguientes valores de biomasa celular en 
estado de equilibrio al día 10 (T10) de cultivo discontinuo (CD): AITISO4(70,40±7,61), 
AARTISO4(83,75±5,98), ADHA4(84,40±6,90), ADHA8(140,25±13,89), 
ADHA16(162,25±13,89), ver figura 1a; indicándonos la existencia de diferencias altamente 
significativas (p=0,001) entre las condiciones de cultivo mencionadas(p<0,05) (figura 1b). 
Observándose además qué el incremento de la concentración de nutrientes en el medio de 
cultivo ADHA mostró una correlación r2 de 0,94 con ajuste a una tendencia lineal positiva en 
la generación de biomasa (figura 1c). Otero, 1994 con la especie Isochrysis galbana Parke 
empleando el medio de cultivo “ALGAL” con una concentración de nutrientes 2 y 4mM solo 
llegó a obtener densidades de 25,58 y 45,74x106cel.mL-1 respectivamente. Por otra parte 
Fábregas et al.,1986b en cultivos masivos de 10 L en fase estacionaria con concentración de 
nutrientes 2 y 4 mM obtiene densidades inferiores a las del presente estudio en torno a 53,8 
y 65,5x106cel.mL-1. Nuestros resultados indican que la complejidad en ingredientes de los 
nuevos medios de cultivo concebidos a partir del medio “ALGAL” son eficaces en mejorar el 
rendimiento de productividad celular y que además no existe fotoinhibición, que limite el 
crecimiento celular. Ferreira, 2006 cultivando con “ALGAL” a Isochrysis galbana var. T-iso, 
con presencia ausencia de CO2 y diferentes intensidades lumínicas, obtiene solo valores de 
60,41-61,25 x106cel.mL-1. 
Se obtuvieron tasas máximas de crecimiento de: 1,96, 2,10, 2,54, 2,37 y 













Figura 1.- Densidad celular Isochrysis galbana var. T-iso en cultivo discontinuo con diferentes medios 
de cultivo. Media ± SD (n=5). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existe diferencia 
altamente significativa (p<0,05). 
 
La densidad celular de estabilización en cultivo semicontinuo (CS) (106cel.mL-1) 
respecto al cultivo discontinuo (CD) para cada medio de cultivo probado, mostró diferencias 
con la tasa de renovación del 30%, de modo que medios como el AITISO4, ADHA8 y 
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(57,08±4,74) respectivamente, en tanto que las recetas AARTISO4, ADHA4 incluso 
incrementaron su concentración celular un 11 (94,72±4,31) y 6% (91,85±8,30) 
comparativamente (figura 2a), alcanzando el estado de equilibrio al día 32 de cultivo; 
existiendo diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de cultivo 
(p<0,05) (figura 2a). Ferreira, 2006, con el medio de cultivo ALGAL=AITISO4 y diferentes 
intensidades lumínicas con una tasa de renovación del 30% obtuvo densidades en CS de 
56,13-60,56x106cel.mL-1, sin embargo Otero, 1994 con Isochrysis galbana Parke en las 
condiciones antes descritas obtiene 27,26-35,21x106cel.mL-1. 
El incremento de la concentración de nutrientes en el medio de cultivo ADHA mostró 
una fuerte correlación r2 de 1 con ajuste a una tendencia polinomial negativa, en la 
generación de biomasa (figura 2b) en cultivo semicontinuo. 
La interacción de los diferentes medios de cultivo en Isochrysis galbana var. T-iso 
mostró una productividad celular (109cél.L-1.día-1) de 15,5(AITISO4), 28,42(AARTISO4), 
27,55(ADHA4), 32,26(ADHA8) y 17,12(ADHA16) (ver figura 2c). Productividades que 
fueron superiores a las reportadas por Otero, 1994 con Isochrysis galbana Parke con 
10,8x109cél.L-1.día-1 empleado el medio de cultivo “ALGAL” con una concentración de 
nutrientes 4mM y una tasa de renovación 30-40%. Así mismo Burguess et al.,1993 obtiene 
productividades similares al anterior autor pero con Isochrysis galbana var. T-iso. Otros 
autores como Laing and Jones 1983, 1988 con Isochrysis galbana var. T-iso en sistemas de 
cultivo en turbidostato de 40 y 80 L solo obtienen productividades de 12,95 y 15-
17x109cél.L-1.día-1, Ferreira, 2006 en CS con el medio “ALGAL” y diferentes intensidades de 
luz, indica valores de 16,84-18,17x109cél.L-1.día-1, así mismo Laing, 1985 en cultivos de 
largo plazo obtiene solo 6,5x109cél.L-1.día-1. Cultivos masivos efectuados con la misma 
microalga que el presente estudio pero con una formulación de nutrientes 2mM rindieron 
productividades menores con 1,5x109cél.L-1.día-1 con el medio de cultivo “ALGAL” a una tasa 
de renovación del 30% (Herrero et al.,1991). Quaid and Richmond, 1993, mencionan que el 
limite máximo de productividad descrito bajo condiciones óptimas en las que no existe 












Figura 2.- (a)Máxima densidad celular en cultivo semicontinuo para Isochrysis galbana var. T-iso con 
diferentes medios de cultivo, (b) Correlación ADHA4,8,16 mM (c) Productividad. Media ± SD (n=5). 
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Se cuantifico la cantidad de nitrógeno residual (mM), al final de la etapa de 
estabilización de los cultivos en semicontinuo, mostrándose valores de 0,83(AITISO4), 
0,23(AARTISO4), 0,25(ADHA4), 0,31(ADHA8), 0,50(ADHA16) ver tabla 1. La 
fluctuación del nitrógeno (N) residual entre las concentraciones de los medios de cultivo, 
correspondió con la densidad celular generada (tablas 1), es decir a mayor densidad celular 
menor cantidad de nitrógeno residual o mejor dicho conversión de nitrato en nitrógeno 
intracelular (Otero, 1994, Otero et al.,1998). 
 
Se observaron los siguientes valores de cuota celular de nitrógeno QN y carbono QC 
(pg.cel-1), para Isochrysis galbana var. T-iso con los diferentes medios de cultivo probados 
AITISO4 (0,49-3,32), AARTISO4 (1,08-12,99), ADHA4 (0,63-8,16), ADHA8 (0,93-7,18), 
ADHA16 (1,68-9,77) (tabla 1 y figura 3) valores que nos indicaron la existencia de 
diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las concentraciones de cultivo (p<0,05) 
para ambas cuotas celulares, uno y otro valores como se puede observar para los nuevos 
medios de cultivo probados, son superiores al medio control (AITISO4=ALGAL), base sobre 
el cual fueron concebidas las nuevas recetas de cultivo. Los valores de QN y QC reportados en 
este estudio son inferiores a los reportados por Otero, 1994 con Isochrysis galbana Parke a 
una tasa de renovación del 30% en cultivos en ciclostato (1,71 y 12,01 pg.cel-1 
respectivamente), excepto para la microalga cultivada con el medio de cultivo AARTISO4 
(1,08-12,99). Mientras que Ferreira, 2006 en Isochrysis galbana var. T-iso con tasa de 
renovación del 30% y 4mM de nutrientes (ALGAL) obtuvo una QN y QC de 0,71 y 6,42pg.cel
-1 
comparativamente, valores por debajo de los aquí reportados (tabla 1). 
Obtuvo se la siguiente relación C:N para la microalga cultivada con los diferentes 
medios de cultivo AITISO4 (5,78), AARTISO4 (10,28), ADHA4 (11,05), ADHA8 (6,64), 
ADHA16 (4,98) (tabla 1 y figura 3) resultados que nos revelaron la existencia de diferencias 
altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de cultivo (p<0,05). Destacar que 
tal relación en el medio de cultivo denominado ADHA en las concentraciones 4, 8 y 16mM de 
nutrientes, no mostró una evolución lineal positiva y si negativa (tabla 1) como podría 
esperarse dada la concentración de nutrientes, como también no sucedió con la tasa máxima 
de crecimiento (tabla 1) reflejo de la densidad celular en CS; así mismo la conversión de 
nitrógeno en el medio, en nitrógeno intracelular es alta dados los valores de nitrógeno 
residual antes reportados (tabla 1); lo que apoyaría la hipótesis de que el nitrógeno no es el 
único de los nutrientes que limita o coadyuva el crecimiento celular en cultivo semicontinuo 
(Laws and Bannister, 1980) con las formulaciones AARTISO4, ADHA4, ADHA8 y ADHA16, 
existiendo por lo tanto interacción entre la complejidad de los nutrientes presentes. 
Los valores de C:N para Isochrysis galbana var. T-iso cultivada con AARTISO4 
(10,28) y ADHA4 (11,05) son mayores a los reportados por Otero, 1994 con Isochrysis 
galbana Parke en cultivos en ciclostato, donde a una tasa de renovación del 30% igual a la 
del presente estudio, demostró una relación de solo 8,19. En tanto Ferreira, 2006 con 
Isochrysis galbana var. T-iso con diferentes intensidades de luz y una tasa de renovación del 
30% halla solo un valor de C:N entre 8,6-10,6. La relación C:N descrita por otros autores 
para Isochrysis galbana Parke varía desde 6,04 en fase logarítmica hasta 18,72 en fase 
estacionaría tardía (Fernandez Reiríz et al.,1989), aunque en cultivo continuo con tasas de 
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crecimiento elevadas y sin limitación por nutrientes ni luz, esta relación es próxima a 6 
(Falkowski et al.,1985). Los valores descritos en el presente estudio (tabla 1) con excepción 
de la condición AITISO4 (5,78) y ADHA16 (4,98), son mayores en el rango de 11,05-6,64, 
a los reportados por Osborne and Geider, 1986, con respecto a la relación Redfield (C:N 
6,6), valores con los cuales se considera, no existe limitación por nutrientes (Goldman et 
al.,1979; Goldman and Peavey, 1979, Goldman et al.,1986) lo que nos indicaría además la 
proximidad de la máxima tasa de crecimiento (McCarthy, 1980) ver tabla 1; sin embargo un 
exceso aun mayor de nutrientes influye sobre una disminución de tal relación como ocurrió 
con la condición ADHA16 (4,98) (figura 3). Parsons et al.,1961, en cultivos discontinuos 
obtiene valores de C:N=7,5; en tanto que Sukenik and Wahnon, 1991 reportan con 
Isochrysis galbana var. T-iso una relación C:N de 9,4 en cultivos en turbidostato sin 
limitación de nutrientes. Los valores de C:N dependerán por tanto de las condiciones de 
saturación por nitrógeno, la complejidad y concentración optima de los elementos que 
constituyen a cada uno de los nuevos medios de cultivo probados en cultivos en 














La composición bioquímica celular (proteínas, carbohidratos y lípidos) de Isochrysis 
galbana var. T-iso, vario ampliamente con respecto a los medios de cultivo empleados y 
concentración [mM] de estos, existiendo en el comportamiento de los tres combustibles 
bioquímicos, diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de cultivo 
(p<0,05) (tabla 1 y figura 4a). Por lo que respecta al medio de cultivo ADHA en las 
concentraciones de nutrientes 4, 8 y 16 mM la evolución del contenido de proteína mostró un 
coeficiente de correlación r2 de 0,92 (con tendencia lineal positiva), derivado de QN (tablas 
1), en tanto que con respecto a los carbohidratos un r2=0,85 (con ajuste a una tendencia 
negativa) derivado de Qc, y en el caso de los lípidos un r
2 de 0,91 (con ajuste a una 













































Figura 3.- Cuota celular de nitrógeno QN, 
carbono QC y relación C:N respecto a los 
diferentes medios de cultivo en I. galbana var. T-
iso. Media ± SD (n=5). Diferentes letras 
(comparación múltiple de Tukey), existe 
diferencia altamente significativa (p<0,05). 
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Figura 4. (a) Contenido celular (pg.cel-1) de proteínas, carbohidratos y lípidos, respecto a los diferentes 
medios de cultivo en I. galbana var. T-iso. (b) Coeficientes de correlación ADHA4,8,16. Media ± SD 
(n=5). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existe diferencia altamente significativa 
(p<0,05). 
 
Los registros de contenido proteico celular en cultivo semicontinuo dependieron de 
las formulaciones probadas; los cuales oscilaron entre 3,90 y 11,28 pg.cel-1 (tabla 1 y figura 
4a) donde las recetas AARTISO4(5,50), ADHA4(3,90), ADHA8(5,75), y ADHA16(11,28) 
mostraron un mejor rendimiento proteico celular con respecto al medio 
AITISO4=ALGAL(3,87). Observándose además, que la formulación ADHA conforme 
incrementa su concentración de nutrientes incrementa tal rendimiento proteico. Utting, 
1985; Brown, 1993a obtienen para Isochrysis galbana un valor máximo de contenido celular 
en proteína de 12 pg.cel-1 con relaciones muy elevadas de nitrógeno en el medio por célula. 
Dichos valores son superiores a los reportados por Ferreira, 2006; Ferreira et al.,2008 en el 
rango de 3,48-6,06 pg.cel-1 en estudios realizados con presencia, ausencia de CO2 y 
diferentes tasas de iluminación en Isochrysis galbana var. T-iso con una tasa de renovación 
del 30%, con el medio de cultivo “ALGAL” (Fábregas et al.,1984). Brown, 1991 utilizando la 
misma especie de microalga, en cultivo discontinuo reportó un valor proteico de 6,8 pg.cel-1. 
En tanto que Valenzuela-Espinoza et al.,2002 en cultivos discontinuos logró un contenido 
proteico con diferentes medios de cultivo entre 7,33 y 7,64 pg.cel-1, valores que superan a 
los descritos con los medios de cultivo AITISO4(3,87), AARTISO4(5,50), ADHA4(3,90), 
ADHA8(5,75), excepto con el medio de cultivo ADHA16(11,28). Sin embargo Sukenik and 
Wahnon, 1991 describen valores máximos de contenido celular de proteína con tasa 
máximas de división celular, alrededor de 5-7 pg.cel-1, en tanto Herzing and Falkowski, 1989 
indica un valor de 9,3 pg.cel-1 con bajos niveles de nitrógeno utilizados. Indicar que en el 
capítulo 2 de la presente disertación, una vez deducidas las concentraciones optimas por 
separado, de los elementos Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2-, en la 
reconstitución parcial del medio “ALGAL” y con las cuales solo se obtuvo un rendimiento de 
proteína en el rango de 2,17-5,93 pg.cel-1, rango inferior al obtenido cultivando a Isochrysis 
galbana var. T-iso con los nuevos medios AARTISO4, ADHA4, ADHA8 y ADHA16. Piorreck 
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tiempos de residencia cortos de nutrientes y en suma su importancia fisiológica es que 
promoverán la formación de proteínas, combustible rápidamente empleado en el crecimiento 
y división celular por lo que es de esperarse los valores de este estudio en cultivo 
semicontinuo, en adición a la complejidad y concentración de los elementos, que 
dependiendo de esta, poseerán una amplia implicación en la síntesis de proteínas como 
mencionan varios autores (O’Kelley, 1974; McCarthy, 1980; Kaplan et al.,1990). 
 
El contenido de carbohidratos celulares dependió de la receta de cultivo empleada, 
fluctuando entre 2,98 y 7,62 pg.cel-1 (tabla 1) donde las recetas de cultivo 
AARTISO4(6,07), ADHA4(7,62), ADHA8(5,49), y ADHA16(3,55) mostraron un mejor 
rendimiento en carbohidratos celulares con respecto a la formulación 
AITISO4=ALGAL(2,98). Indicar que el incremento de nutrientes con el medio de cultivo 
ADHA hizo decrecer la cantidad de dicho combustible celular. Prestar atención que en el 
rendimiento de CHOs descrito para los elementos Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y 
S2- en la reconstitución parcial del medio “ALGAL” (capítulo 2), nos indico un rango entre 
2,17 y 4,70 pg.cel-1 que es inferior al obtenido cultivando a la microalga con los nuevos 
medios AARTISO4, ADHA4, ADHA8 y ADHA16. Los valores de CHOs descritos con la 
mayoría de los medios probados en el presente estudio, superan los rendimientos reportados 
por Valenzuela-Espinoza et al.,2002 con diferentes medios de cultivo con 3,8 y 4,0 pg.cel-1, 
en tanto que Fernández Reiríz et al.,1989 halla valores muy bajos de solo 1,80 pg.cel-1. Por 
otra parte Ferreira, 2006; Ferreira et al.,2008 con una tasa de renovación del 30% y 
diferentes intensidades de luz y el medio de cultivo “ALGAL” manifiesta valores en el rango 
de 2,71-3,92 pg.cel-1.  
 
En continuación, el contenido lipídico celular demostró con respecto a los medios de 
cultivo probados, valores en el rango de 4,59 y 8,62 pg.cel-1; donde las recetas de cultivo 
AARTISO4(4,59), ADHA4(4,77), ADHA8(6,45), y ADHA16(8,62) revelaron un mejor 
rendimiento lipídico celular con respecto al medio AITISO4=ALGAL(4,00). Decir que el 
incremento de nutrientes con la receta de cultivo ADHA (4, 8, y 16mM), aumentó la 
cantidad de dicho combustible celular. Mencionar que en el capítulo 2 de la presente 
disertación se observó una oscilación en el rendimiento lipídico celular de 1,69-4,28 pg.cel-1 
con respecto a los elementos Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2-, rango que es 
inferior al obtenido cultivando a la microalga con los nuevas fórmulas antes mencionadas. 
Valores que se encuentran por arriba de los reportados por Fernández Reiríz et al.,1989 con 
5,90 pg.cel-1 así como los 4,81 pg.cel-1 logrados por Valenzuela-Espinoza et al.,2002. 
Ferreira, 2006; Ferreira et al.,2008 con una tasa de renovación del 30% y diferentes 
intensidades de luz y el medio de cultivo “ALGAL” señala valores en el rango de 4,23-6,24 
pg.cel-1. 
 Otero, 1994 en sus estudios sobre la modificación de la composición bioquímica de 
Isochrysis galbana Parke, en régimen de ciclostato menciona que, elevadas tasas de 
crecimiento (con renovación del 30 ó 40%) y con concentraciones de nutrientes (N) 4 mM 
con el medio de cultivo “ALGAL”, son eficientes para la obtención de biomasa de elevado 
valor nutritivo con 9,92 pg.cel-1 de proteínas, 3,17 pg.cel-1 de carbohidratos y 2,5 pg.cel-1 de 
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lípidos con un peso orgánico de 15,59 pg.cel-1, valores nutricionales que fueron mejorados 
en el presente estudio con los medios de cultivo AARTISO4, ADHA4, ADHA8 y ADHA16 en 
el rango de 16,16-23,45 pg.cel-1 de peso orgánico (tabla 1).  
 
Los resultados del presente estudio sugieren que cambios en la composición 
bioquímica celular, fueron influenciados por las nuevas formulaciones ya descritas (capítulo 
5), así como la concentración optima de Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- en la 
reconstitución del medio de cultivo “Algal” (Fábregas et al.,1984) (capítulo 2). Los 
carbohidratos han demostrado ser la reserva energética intermedia en algunas microalgas, 
debido a que son necesarios cuando la fuente de nitrógeno se ve limitada en la síntesis de 
lípidos. 
 
Ferreira, 2006 menciona que las microalgas del género Isochrysis acumulan los dos 
tipos de productos de reserva, pero la predominancia de carbohidratos o lípidos parece 
depender de las condiciones de cultivo mas que de la especie, así como por la complejidad 
de los medios de cultivo probados en el presente estudio; lo que nos da una idea de la 
versatilidad de la actividad metabólica celular vía la concentración de ciertos elementos en 
conjunto, los cuales poseen acusada implicación en la síntesis de proteínas, lípidos y 
carbohidratos, además de otros metabolitos intermedios (O’Kelley, 1974; McCarthy, 1980; 
Kaplan et al.,1990). Fernández Reiríz et al.,1989, menciona que en cultivos no continuos 
tanto lípidos como carbohidratos se incrementaran con la edad del cultivo, siendo más 
acusado el aumento de los carbohidratos y posibles responsables de la variación del peso 
orgánico en cultivos en fase estacionaría, tal y como fue evidente pero en cultivo 
semicontinuo con las recetas de cultivo AITISO4, AARTISO4, ADHA4 (tabla 1 y figura 4a). 
Aunque en el presente estudio se observo con el nuevo medio de cultivo ADHA en 
concentración de nutrientes 4, 8, y 16 mM, que el contenido de carbohidratos decrece en 
función del incremento de nutrientes en cultivo semicontinuo. 
 
Cuando el contenido de proteína se considera como porcentaje de la fracción 
orgánica (FO) este fluctuó entre el 23,96 y 48,07% (tabla1 y figura 5). Donde Isochrysis 
galbana var. T-iso cultivada con los medios AITISO4, AARTISO4 expresan valores muy 
cercanos en torno al 35%, en tanto que con el medio ADHA la FO se incremento linealmente 
del 23,96 al 48,07% dado un incremento en la concentración de nutrientes en el medio de 
cultivo. Por lo que respecta a la FO de los lípidos, esta mostró un rango de comportamiento 
del 28,41 al 37,11%; donde al igual que sucedió en la FO de las proteínas, la FO de los 
lípidos se incrementó, en respuesta a la mayor adición de nutrientes en el medio de cultivo 
ADHA. En el caso de la FO de los carbohidratos existió marcada diferencia entre los medios 
AITISO4, AARTISO4 con un 27,44 y 37,57% respectivamente; en tanto que dicha FO en el 
medio ADHA con un incremento de nutrientes tiende a disminuir en torno al 46,76-15,15%, 
dicha tendencia fue muy similar en el contenido pg.cel-1 (tabla 1).  
 
Es en base a la fracción orgánica que es más claro el comportamiento de los lípidos y 
carbohidratos en los medios de cultivo probados, corroborando lo mencionado por Fernández 
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Reiríz et al.,1989, donde mencionan que es acusado el incremento de los carbohidratos con 
respecto a las otras dos fracciones y que en el presente estudio, se mostró en un punto 
optimo a una concentración de nutrientes 4mM (tabla 1) en los medios AARTISO4 y 
ADHA4, y posiblemente esta fracción sea la responsable de la variación del peso orgánico en 
cultivos en semicontinuo del presente estudio, sin embargo un incremento lineal en la 













Se obtuvieron diversos valores de contenido calórico celular, empleando los 
diferentes medios de cultivo, en el rango de 3,02 y 6,73x10-7 J.cél-1, existiendo diferencias 
altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de cultivo (p<0,05) (tabla 1); donde 
las recetas AARTISO4, ADHA4, ADHA8 y ADHA16 en el rango de 4,17-6,73x10-7 J.cél-1 
mostraron generar un mayor contenido calórico celular con respecto al medio 
AITISO4=ALGAL(3,02 x10-7 J.cél-1) (tabla 1), por otra parte el medio de cultivo ADHA con 
diferente concentración de nutrientes, produjo en la biomasa celular un incremento lineal del 
contenido calórico lo cual se ve reflejado en el valor absoluto de peso orgánico (pg.cel-1) 
(tabla 1). Los anteriores registros son superiores a los reportados por Ferreira, 2006 con 
3,17-3,84x10-7 J.cél-1 en su estudio sobre la optimización del valor nutritivo de Isochrysis 
galbana var. T-iso con diferentes intensidades de luz, tasa de renovación del 30% y 
empleando el medio de cultivo “ALGAL” en una concentración 4mM de nutrientes. Por otra 
parte Otero, 1994, empleando el medio de cultivo “ALGAL” en una concentración 2 y 4 mM 
obtiene solo contenidos calóricos en Isochrysis galbana Parke de 3,27 y 3,90x10-7 J.cél-1 
respectivamente, con una tasa de renovación del 30%. Los valores de contenido calórico 
obtenidos con los nuevos medios de cultivo incluso mostraron un mejor rendimiento, 
comparándolos con la inclusión por separado de Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y 
S2- en concentraciones optimas en el medio de cultivo “ALGAL” (capítulo 2) con valores en el 
rango de 2,41-3,32x10-7 J.cél-1. Sin duda la inclusión en conjunto de los anteriores 
elementos en concentraciones adecuadas en cada uno de los nuevos medios de cultivo 
diseñados (capítulo 5), respondió de diferente forma con las necesidades fisiológico celulares 
ya descritas por algunos autores (O’Kelley, 1974; McCarthy, 1980; Kaplan et al.,1990). 
Whyte 1987, menciona que una gran variedad de especies microalgales poseerán un mayor 
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Figura 5.- Fracción orgánica de proteínas, lípidos 
y carbohidratos, en Isochrysis galbana var. T-iso 
en cultivo semicontinuo con diferentes medios de 
cultivo. 
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Existió un rango de variación en el peso seco celular en el orden de 12,82-30,06 
pg.cel-1 en base a los diferentes medios de cultivo probados en Isochrysis galbana var. T-iso 
(tabla 1 y figura 6a); tal oscilación se correspondió con la evolución de el peso orgánico 
(proteínas+carbohidratos+lípidos pg.cel-1) en el rango de 10,85 y 23,45 pg.cel-1; y por ende 
con el contenido de materia orgánica por célula (tabla 1), indicándonos la existencia en 
ambos casos de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de 
experimentación (p<0,05); donde las formulaciones AARTISO4, ADHA4, ADHA8 y 
ADHA16 en el rango de 20,02-30,06 pg.cel-1 mostraron generar un mayor peso seco celular 
con respecto al medio AITISO4=ALGAL con 12,82 pg.cel-1. Observar además que el medio 
de cultivo ADHA con diferente concentración de nutrientes (4, 8, 16mM) produjo en las 
células un incremento lineal del peso seco (tabla 1 y figura 6a) con un coeficiente de 
correlación lineal positivo r2 de 0,91 (figura 6b). 
 
En lo referente al contenido celular de cenizas como se puede observar en la tabla 1 
y figura 6a, constaron diferencias altamente significativas (p=0,001) entre los diferentes 
medios de experimentación (p<0,05) donde las recetas de cultivo AARTISO4, ADHA4, 
ADHA8 y ADHA16 incidieron en mostrar un mayor contenido celular de cenizas en el rango 
de 3,86-6,61 pg.cel-1 con respecto al medio de cultivo AITISO4=ALGAL con 1,97 pg.cel-1. 
Indicar que el contenido celular de cenizas con el medio de cultivo ADHA en concentración 
de nutrientes 4, 8 y 16mM reveló un comportamiento lineal, con un coeficiente de 
correlación positivo r2 de 0,87 (figura 6b). La variable ceniza nos indica el tiempo de 
residencia de los elementos en la célula, vía el cultivo semicontinuo con un 30% de tasa de 
renovación, induciendo la acumulación de los elementos en el interior celular, con el fin de 
compensar la elevada presión osmótica del medio de cultivo que es rica en nutrientes 
minerales. Mencionar que en el capítulo 2 de la presente disertación independiente de la 
concentración de los elementos Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2-, incluidos por 
separado en el medio de cultivo “ALGAL” (capítulo 2) se demostró un rango de contenido 
celular de cenizas entre un 1,04 y 3,44 pg.cel-1, valores que se encuentran por debajo de los 
3,86-6,61 pg.cel-1 logrados con los nuevos medios de cultivo, lo que nos indicaría que 
además de la compensación por presión osmótica de los elementos intracelularmente, el 
transporte es aun más activo cuando estos elementos son nutricionalmente esenciales y 
forman complejos, un tipo de sinergismo entre elementos con nutrientes orgánicos como 
aminoácidos o proteínas y lípidos (Cid, 1993), lo cual se logro, debido a la nueva complejidad 
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Figura 6.- (a) Contenido celular: peso seco, materia orgánica y cenizas (pg.cel-1) en Isochrysis galbana 
var T-iso en cultivo semicontinuo con respecto a los diferentes medios de cultivo. (b) Correlación 
concentración nutrientes medio de cultivo ADHA. Media ± SD (n=5). Diferentes letras (comparación 
múltiple de Tukey), existe diferencia significativa (p<0,05). 
 
Estudios realizados sobre la influencia en la concentración de nutrientes y la tasa de 
crecimiento sobre el contenido de cenizas contribuyen a poca información clarificadora sobre 
si un incremento del contenido celular en cenizas podría ser responsable de un descenso en 
QN en condiciones no limitantes (Otero, 1994), siendo que en nuestro estudio fue 
completamente al contrario ya que QN se incremento en respuesta al incremento de las 
cenizas (tablas 1). Sin embargo algunos autores (Fernández Reiríz et al.,1989) en cultivos 
masivos han descrito un mayor contenido de cenizas en la fase exponencial de crecimiento 
que en fase estacionaría, otros más (Thomas et al.,1984; Whyte 1987) no encuentran una 
tendencia definitiva de la presencia de cenizas con la concentración de nutrientes en cultivo 
discontinuo o en distintas fases de crecimiento en cultivos masivos.  
 
Moreno-Garrido et al.,1998, 1999; Schmitt et al.,2001; Bhatnagar et al., 2002 
informan que las microalgas acumulan grandes cantidades de elementos como el cobre, 
silicio, calcio los cuales no segregan al medio de cultivo hasta después de algún tiempo. La 
incorporación de elementos en las microalgas se produce en dos fases, la primera que es 
muy rápida es la adsorción fisicoquímica en la superficie de las células, y la segunda fase que 
es muy lenta, es la acumulación intracelular (dependiente del metabolismo) y dadas las 
condiciones de cultivo.  
 
La incorporación celular en cultivo semicontinuo de Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, 
Cu2+, y S2- por Isochrysis galbana var. T-iso en base a los diferentes medios de cultivo 
probados, se muestra en las tablas 2-3 y figuras 6 a-b y 7a-b, resultados que nos indicaron 
la existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones 
experimentadas (p<0,05). Demostrar que el caso del medio de cultivo ADHA con diferente 
concentración de nutrientes (4, 8, 16mM) se obtuvieron coeficientes de correlación en la 
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ajuste a una tendencia polinomial, en tanto que en el caso de Zn2+ un r2=0,98 con ajuste a 
una tendencia lineal positiva (figura 8a). Por lo respecta al Fe3+ mostró una r2 de 0,96 con 
ajuste a una tendencia exponencial positiva, elementos como el Si4+, Se2- y Cu2+ se 













Figura 6.-Incorporación celular de elementos en Isochrysis galbana var. T-iso. en cultivo semicontinuo y 
una tasa de renovación del 30%.día-1 con AARTISO4 y AITISO4: (a) S2-, Ca2+, Mg2+, Zn2+, (b) Fe3+, Si4+, 
Se2-, Cu2+. Media ± SD (n=5). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existe diferencia 















Figura 7.-Incorporación celular de elementos en Isochrysis galbana var. T-iso. en cultivo semicontinuo y 
una tasa de renovación del 30%.día-1 con AITISO4, ADHA4, 8 y 16mM: (a) S2-, Ca2+, Mg2+, Zn2+, (b) 
Fe3+, Si4+, Se2-, Cu2+. Media ± SD (n=5). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existe 
diferencia altamente significativa (p<0,05). 
 
Dicha incorporación de elementos en la célula respecto a los diferentes medios de 
cultivo, concuerda con la tendencia de el contenido celular de cenizas descrito en la tabla 1 y 
figura 6a, al respecto Fábregas et al.,1996a; Fábregas et al.,1996b mencionan que 
Phaeodactylum tricornutum incrementa su volumen celular con la tasa de renovación lo que 
sugiere un mayor contenido de minerales por otra parte Rebolloso Fuentes et al.,2000 
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empleados fisiológicamente y nutricionalmente por las células en adecuado balance de su 
concentración (Carvalho et al.,2006).  
 
Un incremento en la cantidad de los elementos-ingredientes de los medios de cultivo, 
provoca un descenso del peso orgánico acompañado de variaciones en el peso seco celular 
(tabla 1). En condición de abundancia de nutrientes, las microalgas captan mayores 
cantidades de elementos del medio, es así que la presión osmótica celular aumenta, dando 
lugar a una mayor absorción de aniones y cationes. Darley, 1987, menciona que es debido 
tal fenómeno a que en los diferentes medios de cultivo la presencia del ácido 
etilenodiaminotetraacético (EDTA) ayuda ya sea a incrementar la disponibilidad de los 














Figura 8.- Coeficientes de correlación en la incorporación celular de elementos en Isochrysis galbana 
var. T-iso. en cultivo semicontinuo y una tasa de renovación del 30%.día-1 con el medio ADHA4, 8 y 
16mM: (a) S2-, Ca2+, Mg2+, Zn2+, (b) Fe3+, Si4+, Se2-, Cu2+. Media ± SD (n=5). 
 
La disminución del contenido orgánico celular con respecto al peso seco, en 
Isochrysis galbana var. T-iso en base a los diferentes medios de cultivo empleados, fue 
compensado con un incremento del contenido de los elementos en las cenizas (tablas 1) y 
conforme se incremento la concentración de nutrientes. Son diversos los mecanismos activos 
y pasivos para la incorporación de metales por las microalgas (Otero, 1994). La pared celular 
de las microalgas tienen una gran capacidad para secuestrar o incorporar elementos (Wang 
et al.,1998a). Este hecho es de una importancia especial, ya que las microalgas marinas 
constituyen el primer eslabón de la cadena trófica marina y por lo tanto, pueden transferir 
metales a niveles tróficos superiores (Folgar et al.,2009); los cuales son de gran importancia 
ya que son responsables de una gran cantidad de procesos enzimáticos, antioxidantes y 
fisiológicos, que coadyuvan a mecanismos formadores de membrana, así como intervenir en 
procesos de metamorfosis en estadios larvales tempranos. Ferreira, 2006 en su estudio de 
incorporación de oligoelementos en cultivo semicontinuo en Isochrysis galbana var. T-iso 
menciona que a tasas de renovación entre el 30% y 50% inicia la saturación por nutrientes, 
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así sucedió con todos los elementos constituyentes en nuestros medios de cultivo a una tasa 
de renovación del 30%. 
 
Los ácidos grasos (AG) más abundantes en Isochrysis galbana var. T-iso una vez 
cultivada con los medios de cultivo AITISO4=ALGAL, AARTISO4, ADHA4, ADHA8 y 
ADHA16, fueron el 14:0, 16:0, 18:1(n-9) y 18:4(n-3), resultados que concuerdan con los 
establecidos por Reitan et al.,1994 para la misma microalga. Los cuales se manifestaron en 
el rango del 6,84 al 26,76% (Lin et al.,2007); estimándose en conjunto entre el 61,03 y 
69,40% del total de los AG (tabla 4), siendo los medios AARTISO4, ADHA4, ADHA8 y 
ADHA16 en el rango de 61,80-69,40% diferentes del medio AITISO4=ALGAL con 61,03%; 
resultados cercanos a los reportados por Renaud et al.,1999 con 65 y 75%; y similares con 
los descritos por Ben-Amotz et al.,1985; Mourente et al.,1990. Nuestros resultados coinciden 
con diversos autores como Reitan et al.,1994; McCausland et al.,1999; Fernández-Reiriz et 
al.,1999; Nevejan et al.,2003; Devos et al.,2006; Lin et al.,2007; Delaporte et al.,2007 los 
cuales describen, que tal Haptofita posee al ácido mirístico (14:0) y palmítico (16:0) como 
los principales ácidos grasos saturados (entre el 17 y 19%), además de ácidos grasos 
monoinsaturados como el palmitoleico (16:1(n-7) que en este estudio fluctuó dependiendo 
del medio de cultivo (tabla3) entre el 5,34 y 7,56% y el elaídico (18:1(n-9) entre el 6,84 y 
19,53%, siguiendo en importancia respecto a su concentración ácidos grasos poliinsaturados 
como el estearidónico 18:4n-3(11,82-26,76%), linoleico (18:2(n-6)(3,34-5,35%), 
alfalinolénico (18:3(n-3)(3,64-6,68%), eicosapentaenoico (20:5(n-3)(0,22-0,77%), 
docosapentaenoico (22:5(n-6)(1,24-1,97) y docosahexaenoico (22:6(n-3)(6,68-9,68), 
ácidos grasos que fluctuaron (tabla3) dependiendo del medio de cultivo empleado. La 
complejidad elemental así como su adecuada concentración en los nuevos medios de cultivo, 
nos demuestra cuan versátil suele resultar Isochrysis galbana var. T-iso en el metabolismo 
de los lípidos y con ello inducir la cantidad de sus ácidos grasos principales (Harwood and 
Guschina, 2009; Mata et al.,2010).  
 
Cada medio de cultivo en base a su constitución elemental y concentración de ellos, 
es que mostraron diversos grados de comportamiento respecto a incrementar o decrecer 
porcentualmente tales AG. Siendo un hecho, que en base a la concentración del ácido 
palmítico (16:0) y palmitoleico (16:1(n-7) fue posible la elongación y desaturación vía 
enzimática (Huang et al.,2010) a otros ácidos grasos de cadena más larga, importantes y de 
concentración apreciable en esta haptofita, como lo fueron el 18:0, 18:1(n-9), 18:1(n-7), 
18:2(n-6), 18:3(n-3), 18:4(n-3) que originaron series de otros AG insaturados de cadena 
aun más larga como son el ácido araquidónico (20:4(n-6), eicosapentaenoico (20:5(n-3), 
erúcico 22:1(n-9), docosapentaenoico 22:5(n-6) y docosahexaenoico (22:6(n-3) (tabla 3); 
de modo que se demostró la existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) 
entre las condiciones de experimentación (p<0,05) con respecto a los ácidos grasos totales 
(tabla 3 y figura 9a). Destacar a el ácido graso docosahexaenoico (DHA) el cual con los 
medios AITISO4=ALGAL, AARTISO4, así como diferentes concentraciones de la 
formulación ADHA (4, 8, y 16 mM), observó una oscilación entre el 6,68 y 9,68% de DHA, 
existiendo diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de 
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experimentación (p<0,05), al respecto Lin et al.,2007 menciona que el incremento del ácido 
docosahexaenoico (22:6(n-3) es debido al aumento del ácido palmítico (16:0), esteárico 
(18:4n-3) y docosapentaenoico (22:5(n-3); tal y como sucedió en el presente estudio (tabla 
3). El rango de variación de nuestros resultados con los nuevos medios de cultivo son muy 
similares a los reportados por Ferreira, 2006 con la misma tasa de renovación, medio de 
cultivo “ALGAL” con una concentración de nutrientes 4mM, en estudios sobre la presencia 
ausencia de CO2 y diferentes intensidades lumínicas con valores de 6,4 y 9,66%. Indicar que 
el incremento en la concentración de nutrientes en el medio ADHA (4, 8, 16mM) mostró un 
coeficiente de correlación r2=1, con un ajuste a una tendencia lineal positiva (figura 9b) en el 
aumento del ácido graso 22:6(n-3) en la célula, y que es reflejo de la evolución de sus 
lípidos celulares. Así mismo el ácido graso 20:5(n-3) reveló con la diferente concentración de 














Figura 9.- (a) Contenido de Ácidos grasos totales por célula de Isochrysis galbana var. T-iso. en cultivo 
semicontinuo y una tasa de renovación del 30%.día-1 con diferentes medios de cultivo. (b) Coeficientes 
de correlación EPA y DHA medio de cultivo ADHA4, 8 y 16mM. Media ± SD (n=5). Diferentes letras 
(comparación múltiple de Tukey), existe diferencia altamente significativa (p<0,05). 
 
El máximo contenido de AGT pg.cel-1 que correspondió, del contenido lipídico celular 
en Isochrysis galbana var. T-iso con los diferentes medios de cultivo fue el siguiente: 
AITISO4=ALGAL(24,67%), AARTISO4(22,42%), ADHA4(21,55%), ADHA8(17,64%), 
ADHA16(21,60%). Valores que se encuentran dentro del rango descrito por Ferreira, 2006 
en sus estudios sobre cultivos con diferentes intensidades lumínicas, tasa de renovación del 
30%, con el medio de cultivo “ALGAL” con una concentración de nutrientes 4mM 
describiendo valores entre un 23 y 36%. Volkman et al., 1989 y Devos et al.,2006 
mencionan que tales porcentajes de AGT de los lípidos totales, son debidos a que Isochrysis 
galbana var. T-iso presenta una gran variedad de clases de lípidos (lípidos neutros, 
glucolípidos y fosfolípidos) por lo que una gran parte de estos son lípidos no formados por 
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Lípidos no formados por ácidos grasos que más contribuyen al contenido lipídico en 
esta haptofita son las alquenonas, metil y etilalquenonas, alquenoatos, y alquenos de cadena 
larga entre 36 y 39 carbonos, frecuentemente con dobles enlaces (Volkman et al., 1989; 
Brown et al., 1993; Versteegh et al.,2001; Eltgoth et al.,2005). Los perfiles de ácidos grasos 
de los lípidos tanto neutros y fracciones glucolípidicas no son muy diferentes de la fracción 
lipídica total. Sin embargo, la fracción de fosfolípidos la mas importante, muestra una muy 
diferente composición de ácidos grasos (Tocher et al.,2008). Devos et al.,2006 indican que 
una vez cuantificado la concentración de DHA en las diferentes clases de lípidos se pudo 
observar que los fosfolípidos representan el 75% del DHA total por célula. En microalgas, los 
lípidos polares (fosfolípidos y glicolípidos) generalmente contienen grandes cantidades de 
PUFA n-3 de lípidos neutros. Por otra parte Reitan et al.,1994 mencionan con limitación de 
fósforo un rango de variación entre 32 y 53% valores por encima de los obtenidos en el 
presente estudio. La fracción relativamente baja de ácidos grasos, probablemente puede 
explicarse por altas fracciones de ácidos grasos inusuales, junto con un alto contenido de 
lípidos no formadores de ácidos grasos (Kayama et al.,1989) y que se demuestra con 
nuestros resultados, ya que tales ácidos grasos se encuentran en el rango del 24 al 17%. La 
diversidad e incremento de nutrientes experimentada con el medio de cultivo ADHA y 
AARTISO4 parece no ser un factor determinante para que exista una gran variación de la 
cantidad de glucolípidos y fosfolípidos, pero si fue evidente observar un incremento en 
concentración de ácidos grasos de cadena larga como el EPA y DHA con respecto a los 
descritos con el medio de cultivo control (AITISO4=ALGAL) ver tabla 3. 
 
Se hallaron importantes diferencias en el contenido porcentual y pg.cel-1 de los 
ácidos grasos saturados (AGS), monoinsaturados (AGM) y poliinsaturados (AGP), existiendo 
en todos los casos diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de 
cultivo experimentadas (p<0,05) ver tabla 4 y figura 10a. Demostrar que en el caso del 
medio de cultivo ADHA con diferente concentración de nutrientes (4, 8 y 16mM) la evolución 
de dichos ácidos grasos expresó coeficientes de correlación r2=0,94(AGP), 0,90(AGS), 
0,98(AGM), con ajuste a una tendencia lineal positiva en el 1er caso y negativa en el 2do y 
3er caso (figura 10b). El decremento por tanto de los AGS más AGM correspondió con el 
incremento de los AGP ver figuras 10a y tabla 4. Destacar que el contenido de AGP de los 
medios de cultivo AARTISO4, ADHA8 y ADHA16 mostraron valores superiores en 
rendimiento con respecto a la condición control AITISO4=ALGAL (figura 10a). Lin et 
al.,2007 mencionan que los AGS y los AGM así como los AGP subtotales aumentan de 
manera exponencial a principios de la fase estacionaria para posteriormente disminuir en la 
fase estacionaria tardía. Isochrysis galbana var. T-iso posee entre un 66,9% y 80% de 
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Figura 10.- (a) Contenido porcentual de Ácidos grasos por célula de Isochrysis galbana var. T-iso. en 
cultivo semicontinuo y una tasa de renovación del 30%.día-1 con diferentes medios de cultivo. (b) 
Coeficientes de correlación ácidos grasos, medio de cultivo ADHA4, 8 y 16mM. Media ± SD (n=5). 
Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existe diferencias altamente significativas (p<0,05). 
 
Los ácidos grasos poliinsaturados se subdividen en tres familias, mediante las cuales 
se derivan los procesos de elongación a ácidos grasos de cadena larga como son la serie ω-
9, ω-6 y ω-3; de las cuales, las series importantes son la ω-3 y ω-6, así mismo la 
proporción entre estas dos series es de relevante importancia en el valor energético celular 
en los siguientes niveles tróficos, por lo que una mayor proporción de los ω-3 es 
imprescindible en mecanismos formadores de membrana en etapas tempranas de desarrollo 
larval de organismos marinos. Es así que las proporciones de ácidos grasos ω-3:ω-6 por 
célula de Isochrysis galbana var. T-iso cultivada con los medios AITISO4=ALGAL, 
AARTISO4 ADHA4, ADHA8 y ADHA16 mostraron los siguientes resultados 0,90, 1,33, 
1,30, 1,78 y 2,61% comparativamente (tabla 3) por lo tanto se hallaron diferencias 
altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de experimentación (p<0,05) (ver 
figura 11a) y como se puede observar los medios AARTISO4 ADHA4, ADHA8 y ADHA16 
mostraron un mejor rendimiento con respecto al medio AITISO4=ALGAL. Se obtuvo un 
índice de correlación r2=0,94 (figura 11b) con ajuste a una tendencia lineal positiva en el 
medio ADHA respecto a dicha proporción, cuando se incremento la concentración de 
nutrientes (4, 8, y 16 mM). Valores que estuvieron por debajo de los reportados por Ferreira, 
2006 (5,72-5,87%) empleando diferentes intensidades de luz, tasa de renovación del 30% y 
el medio de cultivo “ALGAL” con una concentración de nutrientes 4mM. Por otra parte el 
medio de cultivo ADHA16 indico estar dentro de los valores reportados por Lin et al.,2007 
con la misma especie de haptofita que el presente estudio con valores entre 2,3 y 4,9% 
entre fase exponencial y fase estacionaria tardía en fotobioreactores batch con medio de 
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La proporción ω-3:ω-6 representa el cociente entre los ácidos grasos 
correspondientes a los grupos omega 3 y omega 6, siendo un parámetro para estimar el 
valor nutritivo celular de las microalgas. Una alta proporción de ácidos grasos altamente 
poliinsaturados ω-3 a ω-6 se ha utilizado como un índice de alto valor nutritivo para los 














Figura 11. (a) Contenido porcentual de Ácidos grasos w3:w6 por célula de Isochrysis galbana var. T-
iso. en cultivo semicontinuo y tasa de renovación del 30%.día-1 con diferentes medios de cultivo. (b) 
Coeficiente de correlación ácidos grasos w3:w6, medio de cultivo ADHA4, 8 y 16mM. Media ± SD 
(n=5). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existen diferencias altamente significativas 
(p<0,05). 
 
Desde el punto de vista nutricional un aspecto importante, el cual se debe tener en 
cuenta en niveles superiores de la trama trófica alimenticia; es la proporción que existe entre 
el ácido docosahexaenoico (22:6n-3 DHA), eicosapentaenoico (20:5n-3 EPA) y el ácido 
araquidónico (20:4n-6 ARA), tal proporción es muy importante en la alimentación de las 
primeras etapas de desarrollo larval.  
En la mayoría de los peces planos, la metamorfosis y desarrollo de una adecuada 
pigmentación son controlados a nivel nervioso y neuroendocrinologico. En consecuencia, la 
producción anormal de eicosanoides en el cerebro como resultado de la alteración de los 
niveles de ARA y EPA trae consigo graves consecuencias para el desarrollo y la metamorfosis 
de las larvas de peces planos, incluyendo su anormal pigmentación; por lo que la proporción 
de EPA que promueve la formación de membranas a nivel celular sobre la proporción de ARA 
deberá ser siempre superior (Estévez et al.,1999).  
En el presente ensayo, motivo de la modificación del medio de cultivo 
ALGAL=AITISO4 por la inclusión de Mg2+, Ca2+, Si4+, Se2-, Fe3+, S2-, Zn2+ y Cu2+ en 
concentraciones optimas, es que produjeron las formulaciones AARTISO4 ADHA4, ADHA8 
y ADHA16; las cuales se probaron en el cultivo de Isochrysis galbana var. T-iso con la 
finalidad de probar si era posible modificar la proporción EPA:ARA con respecto al medio 
ALGAL=AITISO4, indicar que fue posible en el rango de 0,55:1% al 1,54:1% por célula 
como se puede observar en la tablas 4 con respecto a la proporción 0,31:1% del 
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entre las condiciones de experimentación (p<0,05). Valores importantes en proporción ya 
que Estévez et al.,2001; Bell et al.,2003 concluyen que una alta incidencia en la 
malpigmentación de larvas de peces planos es debida a un pobre enriquecimiento de las 
presas vivas vía las microalgas con una proporción 0,3:1% de EPA/ARA en contraste con una 
proporción 4,1:1% de EPA/ARA donde problemas de malpigmentación en estadios larvales 
tempranos de peces planos no fueron evidentes, Sargent et al.,1999 mencionan que una 
proporción 4,2:1 EPA/ARA es esencial para una normal supervivencia, crecimiento, 
pigmentación y metamorfosis en larvas de rodaballo. Un exceso en la producción de 
eicosanoides derivados del ácido araquidónico en el cerebro o en la pituitaria de larvas, vía 
estrés, altera el control neuroendocrino de los procesos implicados en el desarrollo de la 
pigmentación durante la metamorfosis de peces planos (Estévez et al.,1999). 
 
Los peces marinos contienen grandes cantidades de ácido docosahexaenoico (22:6 n-
3 DHA) eicosapentaenoico (20:5n-3 EPA) en los fosfolípidos de las membranas celulares. Los 
peces marinos no pueden biosintetizar DHA de novo, ni de los precursores de cadena más 
corta, como es el ácido alfa-linolénico (18:3 n-3). Por lo tanto, DHA y EPA serán 
componentes esenciales de la dieta en los peces marinos especialmente en etapas 
tempranas de desarrollo larval específicamente la metamorfosis. El DHA está presente en 
concentraciones muy elevadas en las membranas de células neuronales y visuales, 
particularmente en las membranas celulares externas así como membranas sinaptosomales, 
en peces como en mamíferos (Sargent et al.,1997, 1999).  
Por lo tanto, una insuficiencia de DHA en la dieta de larvas tempranas de peces marinos es 
que puede perjudicar el desarrollo neurológico y visual con graves consecuencias para una 
serie de procesos fisiológicos y de comportamiento incluyendo los que dependen 
neuroendocrinologicamente.  
Pigmentación anormal es común en los cultivos de larvas de peces planos marinos, y 
se puede mejorar sustancialmente rectificando el nivel de DHA en las larvas mediante el 
alimento vivo (Kanazawa et al.,1981; Kanazawa, 1993; Reitan et al.,1994b; McEvoy et al., 
1998b). Se ha considerado que la mal pigmentación puede ser consecuencia de un mal 
funcionamiento neuronal o visual, por ejemplo, de procesamiento anormal de las señales 
visuales, ya sea en el propio ojo, o posteriormente en el cerebro, desde la producción 
anormal de la hormona estimulante de melanocitos en el cerebro, de frente a perturbaciones 
en las conexiones sinápticas entre los nervios y el melanóforos en la piel. El síndrome de mal 
pigmentación es causado por una deficiencia de DHA o un exceso de EPA, por lo que diversos 
autores han documentado la importancia de una alta razón DHA:EPA (Kraul, 1993; Mourente 
et al.,1993; Reitan et al.,1994b; Lavens et al.,1995). 
Es así que la proporción de ácidos grasos (AG) DHA:EPA por célula con respecto a 
su cultivo con las diferentes formulaciones, mostró diferencias altamente significativas 
(p=0,001) entre las condiciones de experimentación (p<0,05) (figura 12a y tabla 3), con un 
índice de correlación de 0,90 (figura 12b) con tendencia lineal positiva, cuando es empleado 
el medio de cultivo ADHA con diferente concentración de nutrientes (4, 8, 16mM). La 
proporción porcentual de los AG DHA:EPA con los medios AARTISO4 ADHA4, ADHA8 y 
ADHA16 se encontró entre 18,61:1% y 37,95:1% con respecto al medio AITISO4=ALGAL 
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con un valor de 13,36:1% (tabla 3). Destacar que la proporción DHA:EPA encontrada con la 
mayoría de los medios de cultivo aquí estudiados superó lo reportado por Reitan et al.,1994b 
en Sargent et al.,1999 donde logra eliminar la mal pigmentación de larvas de rodaballo 
incluyendo aceite refinado de atún rico en DHA en proporción DHA:EPA 2:1%. Es de 
destacar que esta es esencialmente la misma proporción de DHA:EPA que existe en la yema 
de los muchos huevos y larvas de peces marinos (Tocher and Sargent, 1984). 
Sui et al.,2007 observo que en larvas de cangrejo chino Eriocheir sinensis 
proporciones dietarias DHA:EPA de 0,68:0,28 mostraban un inferior desarrollo larval y 
supervivencia con respecto a tratamientos con altas proporciones dietarias DHA:EPA de 
2,85:1,17; lo que indica que altos niveles de ácidos grasos altamente poliinsaturados y en 
correcto balance DHA y EPA mejoran la respuesta larval al estrés. Por otra parte George et 
al.,2008 empleando a la microalga Isochrysis galbana var. T-iso como dieta en el cultivo de 
larvas del equinodermo Dendraster excentricus obtuvieron buen crecimiento, metamorfosis y 
desarrollo con proporciones DHA:EPA 7,43:1%. 
 
En lo que concierne a las proporciones de ácidos grasos DHA:ARA por célula en base 
a los diferentes medios estudiados en el cultivo de Isochrysis galbana var. T-iso se hallaron 
diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de experimentación 
(p<0,05) (tabla 3), con un índice de correlación de 0,96 (figura 12b) con tendencia lineal 
negativa cuando es empleado el medio de cultivo ADHA con diferente concentración de 
nutrientes (4, 8, 16mM). La proporción porcentual celular de los AG DHA:ARA con los 
diferentes medios de cultivo se encontró entre 10,19:1% y 23,90:1% (tabla 3) con las 
recetas AARTISO4 ADHA4, ADHA8 y ADHA16 resultados por encima de los encontrados 
en AITISO4=ALGAL con 4,12:1%. Los requerimientos para estos ácidos grasos esenciales 
no pueden ser considerados separadamente. Alterándose la dosis dietaria de uno de ellos 
tendrá influencia en el balance de ARA:EPA:DHA debido a interacciones competitivas y 













Figura 12. (a) Contenido porcentual de Ácidos grasos DHA:EPA por célula de Isochrysis galbana var. 
T-iso. en cultivo semicontinuo y tasa de renovación del 30%.día-1 con diferentes medios de cultivo. (b) 
Coeficientes de correlación ácidos grasos DHA:EPA, DHA:ARA con el medio de cultivo ADHA4, 8 y 
16mM. Media ± SD (n=5). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existen diferencias 
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La nutrición mineral y los efectos de la variación en la composición del medio de 
cultivo en la producción de ácidos grasos es posible mediante la inclusión en el medio de 
cultivo de ciertos elementos que además de cumplir con funciones fisiológicas celulares, 
coadyuvan en la calidad bioquímica de la misma. Comportamientos similares en la cantidad 
de los ácidos grasos han sido manifestados por Feng et al.,2005; los cuales concluyen que la 
adición en el medio de cultivo de moléculas orgánicas e inorgánicas mejora la producción de 
lípidos y ácidos grasos poliinsaturados en microalgas. 
Rebolloso Fuentes et al.,2000 mencionan que los minerales si son biodisponibles y no 
tóxicos en la microalgas estas podrían ser utilizadas con fines alimenticios, debido a la 
cantidad y la diversidad de nutrientes que contienen. Además, de que la composición de la 
biomasa puede ser modificada por medio de variables operacionales, principalmente 
mediante el uso de los tiempos de residencia corta para obtener mayores concentraciones de 
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Cultivo en semicontinuo de Isochrysis galbana var. T-iso con Algal Alto 
Rendimiento (AAR) y Algal Incremento Concentración DHA (ADHA) (modificado de 
Fábregas et al., 1984). Concentración de nutrientes 4, 8,16 mg át. N/L 












      
Densidad célular 
























      
% proteína en F.O. 35,68 34,02 23,96 39,13 48,07 
% carboh. en F.O. 27,44 37,57 46,76 23,75 15,15 
% lípidos en F.O. 36,88 28,41 29,28 37,11 36,76 
      
Proteína 



































      
Peso orgánico pg.cel-1 10,85 16,16 16,29 17,69 23,45 













      










      












      














































      
































RelaciónC:N(átomos) 5,78b 10,28d 11,05e 6,64c 4,98a 
Los valores aquí presentes son la media ± SD (n=5). AITiso = Algal Industrial Isochrysis galbana 
var. T-iso, AARTiso = Algal Alto Rendimiento Isochrysis galbana var. T-iso, ADHA4, 8, 16= Algal 











































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Evaluación del efecto de los medios de cultivo Algal Alta Rendimiento 
(AAR) y Algal Incremento Concentración EPA (AEPA) en diferentes 
concentraciones de nitrógeno, sobre la generación de biomasa, composición 
bioquímica, e incorporación elemental de Phaeodactylum tricornutum en cultivo 
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Incremento Concentración EPA (AEPA) en diferentes concentraciones de nitrógeno, sobre la 






 En los últimos años un gran interés se ha centrado sobre la producción y aplicación 
farmacéutica y en acuacultura del acido eicosapentaenoico (EPA). Sin embargo hasta ahora, 
los estudios publicados solo se han limitado a determinar el contenido de EPA en 
microorganismos y la influencia de diferentes parámetros físicos de cultivo en condiciones de 
laboratorio. Asimismo, la investigación se ha realizado sobre la influencia de los parámetros 
de cultivo en la productividad de la biomasa y por modificación individual de dichos 
parámetros, sin tomar en cuenta la influencia de la complejidad mineral y su adecuada 
concentración en la óptima nutrición celular para producción de biomoléculas de importancia. 
 
 Entre las microalgas fotosintéticas Phaeodactylum tricornutum es una de las más 
estudiadas. Esta diatomea muestra altas tasas de crecimiento bajo condiciones optimas y es 
una fuente potencial de EPA (Molina Grima, et al.,1994b; 2001). El empleo de esta microalga 
en acuacultura es muy controversial, debido a que en condiciones de cultivo puede presentar 
muy importantes variaciones en la composición bioquímica de las células y por tanto en su 




Se utilizo a la microalga Phaeodactylum tricornutum para cultivarla en régimen 
discontinuo y semicontinuo en minifotobiorreactores cilindro cónicos con 80 mL de volumen 
de cultivo; empleando y comparando los siguientes medios de cultivo: “Algal Industrial” 
(AIPt=ALGAL) (Fábregas et al.,1984), Algal Alto Rendimiento (AARPt) (desarrollado en el 
capítulo 5, en base a los resultados del capítulo 1) ambos con una concentración de 
nutrientes 4 mg át. N.L-1 en forma de NaNO3, así como el medio denominado “Algal 
Incremento de la Concentración EPA” (AEPA) (desarrollado en el capítulo 5, en base a los 
resultados del capítulo 1) con una concentración de nutrientes 4, 8 y 16 mg át. N.L-1 en 
forma de NaNO3. Las condiciones de cultivo se especifican en la sección de Materiales y 
Métodos. Los cultivos (n=5) se sometieron a una tasa de renovación del 30%. Se empleó 
una densidad inicial de 5,0x106células.mL-1. Los cultivos se dejaron llegar hasta el final de la 
fase logarítmica. Se considero que alcanzó la fase estacionaria cuando la densidad celular en 
cultivo se mantuvo constante durante tres días consecutivos como mínimo, finalizando el 
cultivo discontinuo, evalúese la biomasa generada y coséchese de 5 a 10 mL de biomasa 
microalgal por centrifugación, para el análisis correspondiente de proteínas, carbohidratos, 
lípidos, ácidos grasos, incorporación de metales; y filtración de biomasa microalgal, para 
determinación de peso seco, cenizas y materia orgánica por célula de Phaeodactylum 
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Resultados y discusión. 
La densidad celular de Phaeodactylum tricornutum (106cel.mL-1), cultivada con los 
diferentes medios de cultivo y concentraciones ya citadas, una vez que llegaron al final de la 
fase estacionaría de crecimiento, mostraron los siguientes valores de biomasa celular en 
estado de equilibrio al día 10 (T10) de cultivo discontinuo (CD): AIPt4(52,50±4,10), 
AARPt4(64,00±5,70), AEPA4(69,30±5,65), AEPA8(81,25±7,65), AEPA16(98,25±8,60), 
ver figura 1a; indicándonos la existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) 
entre las condiciones de cultivo mencionadas(p<0,05) (figura 1b). Observándose además 
qué el incremento de la concentración de nutrientes en el medio de cultivo AEPA mostró una 
fuerte correlación r2 de 0,99 con ajuste a una tendencia lineal positiva en la generación de 
biomasa (figura 1c). Otero, 1994 con la misma especie empleando el medio de cultivo 
“ALGAL” con una concentración de nutrientes 4, 8 y 16mM llegó a obtener densidades de 
56,27, 81,60 y 115,00x106cel.mL-1 respectivamente, donde solo la concentración 16mM 
mostró sustancialmente una mayor densidad celular comparada con la misma concentración 
del presente estudio. Yongmanitchai and Ward, 1991, Molina Grima et al., 1994, 1995 
mencionan que independientemente de las condiciones fisicoquímicas de cultivo es 
importante también considerar el tipo de cepa a emplear ya que estos mencionan que altas 
productividades es posible obtenerlas empleando la cepa Phaeodactylum tricornutum UTEX 
640, aunque la empleada en el presente estudio aislada por Fábregas, 1982 de la ria de 
Arosa a demostrado altas productividades en diferentes sistemas de cultivo. 
Expresar que en el capítulo 1 de la presente disertación, al incluir por separado con 
diferente concentración a los elementos Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- en el 
medio “ALGAL” solo se obtuvieron densidades celulares máximas en CD en torno a 45-
56x106cel.mL-1  
Se obtuvieron tasas máximas de crecimiento de: 0,94, 1,15, 1,17, 1,52 y 














Figura 1.- Densidad celular de Phaeodactylum tricornutum en cultivo discontinuo con diferentes medios 
de cultivo. Media ± SD (n=5). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existe diferencia 
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La densidad celular de estabilización en cultivo semicontinuo (CS) (106cel.mL-1) 
respecto al cultivo discontinuo (CD) para cada medio de cultivo probado, expresó diferencias 
con la tasa de renovación del 30%, de modo que medios como el AIPt4, AARPt4 
decrecieron su concentración un 13,14 (45,60±4,80) y 21,72% (50,10±4,20) 
respectivamente, en tanto que las recetas AEPA4, AEPA8 y AEPA16 mermaron su 
concentración celular un 30,22 (48,36±3,70), 12,86 (70,80±6,90) y 30,18 (68,60±6,30) 
comparativamente (figura 2a), alcanzando el estado de equilibrio al día 30 de cultivo; 
existiendo diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de cultivo 
(p<0,05) (figura 2a). Otero, 1994, con el medio de cultivo AIPt=ALGAL con concentración 
de nutrientes 4, 8 y 16mM y una tasa de renovación del 30% obtuvo solo densidades en CS 
de 42,37, 33,75 y 32,93x106cel.mL-1.  
 
El incremento de la concentración de nutrientes en el medio de cultivo AEPA reveló 
una fuerte correlación r2 de 1 con ajuste a una tendencia polinomial negativa, en la 
generación de biomasa (figura 2b) en cultivo semicontinuo. La mayoría de los ingredientes 
minerales en el medio de cultivo tienen influencia directa sobre varios procesos fisiológicos y 
bioquímicos; además de inferir en gran variedad de funciones fotosintéticas. 
 
La interacción de los diferentes medios de cultivo en Phaeodactylum tricornutum 
mostró una productividad celular (109cél.L-1.día-1) de 13,68(AIPt4), 15,03(AARPt4), 
14,51(AEPA4), 21,24(AEPA8) y 20,58(AEPA16) (ver figura 2c). Productividades que 
fueron superiores a las reportadas por Thomas et al.,1984; Otero, 1994 con la misma 
diatomea que el presente estudio, con 12,7x109cél.L-1.día-1, y empleado el ultimo autor el 
medio de cultivo “ALGAL”; por otra parte Herrero et al.,1991 en cultivo masivo solo obtiene 
una productividad de 6,26x109cél.L-1.día-1, Marsot et al.,1987, 1991 en un sistema continuo 
en diálisis y empleando agua enriquecida con nutrientes, solo obtiene 3,5x109cél.L-1.día-1, 
Laing, 1985 en un sistema semicontinuo de 200 L consigue 3,45x109cél.L-1.día-1. En el 
capítulo 1 de la presente disertación en base a los diferentes elementos Ca2+, Mg2+, Se2-, 
Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- en diferente concentración, incluidos por separado en la 
reconstitución del medio de cultivo “ALGAL” fue posible obtener en Phaeodactylum 
tricornutum productividades en torno a los 5 y 16x109cél.L-1.día-1; productividades que 
fueron todavía mejoradas mediante la complejidad de elementos y concentraciones optimas 
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Figura 2.- (a) Máxima densidad celular en cultivo semicontinuo para Phaeodactylum tricornutum con 
diferentes medios de cultivo, (b) Correlación AEPA4,8,16 mM (c) Productividad. Media ± SD (n=5). 
Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existen diferencias altamente significativas (p<0,05). 
 
Se cuantifico la cantidad de nitrógeno residual (mM), al final de la etapa de 
estabilización de los cultivos en semicontinuo, mostrándose valores de 0,16(AIPt4), 
0,11(AARPt4), 0,12(AEPA4), 0,31(AEPA8), 0,99(AEPA16) ver tabla 1. La fluctuación del 
nitrógeno (N) residual entre las concentraciones de los medios de cultivo, correspondió con 
la densidad celular generada (tablas 1), es decir a mayor densidad celular menor cantidad de 
nitrógeno residual o mejor dicho conversión de nitrato en nitrógeno intracelular (Otero, 
1994, Otero et al.,1998). Mencionar que el nitrógeno residual cuantificado en los medios de 
cultivo de Phaeodactylum tricornutum con las concentraciones optimas de Ca2+, Mg2+, Se2-, 
Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- en la reconstitución del medio “ALGAL” (capítulo 1) fue 
detectado entre 0 y 2,92mM en cultivo semicontinuo, lo que nos indicaría que el sinergismo 
de los ingredientes elementales en concentraciones optimas en los nuevos medios de cultivo 
y dados los requerimientos nutricionales de la célula es que fueron cubiertos, promoviendo 
por tanto una adecuada división celular para la generación de biomasa utilizando por tanto el 
máximo de nitrógeno disponible. 
Se observaron los siguientes valores de cuota celular de nitrógeno QN y carbono QC 
(pg.cel-1), para Phaeodactylum tricornutum con los diferentes medios de cultivo probados 
AIPt4 (1,23-13,03), AARPt4 (1,28-13,69), AEPA4 (1,29-12,84), AEPA8 (1,61-12,63), 
AEPA16 (2,91-15,46) (tabla 1 y figura 3) valores que nos indicaron la existencia de 
diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las concentraciones de cultivo (p<0,05) 
para ambas cuotas celulares, uno y otro valores como se puede observar para los nuevos 
medios de cultivo probados, son superiores al medio control (AIPt4=ALGAL) a excepción de 
el medio AEPA4; base sobre el cual fueron concebidas las nuevas recetas de cultivo. 
Demostrar que un incremento en la concentración de nutrientes 4, 8 y 16mM en el medio 
AEPA promueve un aumento de QN comportamiento que corrobora Otero, 1994 en cultivos 
en ciclostato. Los valores de QC reportados en este estudio son superiores a los reportados 
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renovación del 30%, en cultivos en ciclostato y concentración de nutrientes 4, 8 y 16mM 
(8,43, 10,80 y 10,72pg.cel-1 respectivamente), en tanto que con respecto a la QN reporta 
valores de 1,34, 1,92 y 1,98; en donde nuestros valores estuvieron por debajo, excepto para 
la microalga cultivada con el medio de cultivo AEPA16 (2,91 pg.cel-1), el mismo autor 
menciona que con una concentración 16mM y una tasa de renovación del 10% es posible 
obtener una QN máxima de 2,31pg.cel
-1, valor máximo que también a sido descrito entre 
2,13 y 2,30 pg.cel-1 por Osborne and Geider, 1986; Thompson et al.,1990 en cultivos 
masivos y en quimiostato. Señalar que las QN y QC obtenidas en el capítulo 1 de la presente 
disertación con Phaeodactylum tricornutum con los elementos Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, 
Zn2+, Cu2+, y S2- en concentración óptima en la reconstitución parcial del medio “ALGAL”, 
mostraron estar por debajo de los obtenidos con las formulaciones AARPt4, AEPA4, AEPA8 
y AEPA16.  
Obtuvo se la siguiente relación C:N para la microalga cultivada con los diferentes 
medios de cultivo AIPt4 (9,09), AARPt4 (9,20), AEPA4 (8,52), AEPA8 (6,72), AEPA16 
(4,55) (tabla 1 y figura 3) resultados que nos revelaron la existencia de diferencias 
altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de cultivo (p<0,05). Destacar que 
tal relación en el medio de cultivo denominado AEPA en las concentraciones 4, 8 y 16mM de 
nutrientes, no mostró una evolución lineal positiva y si negativa (tabla 1) como podría 
esperarse dada la concentración de nutrientes, como también no sucedió con la tasa máxima 
de crecimiento (tabla 1) reflejo de la densidad celular en CS; así mismo la conversión de 
nitrógeno en el medio, en nitrógeno intracelular es alta dados los valores de nitrógeno 
residual antes reportados (tabla 1); lo que apoyaría la hipótesis de que el nitrógeno no es el 
único de los nutrientes que limita o coadyuva el crecimiento celular en cultivo semicontinuo 
(Laws and Bannister, 1980) con las formulaciones AARPt4, AEPA4, AEPA8 y AEPA16, 
existiendo por lo tanto interacción entre la complejidad de los nutrientes presentes. 
Los valores de C:N para Phaeodactylum tricornutum cultivada con AARPt4 (9,20) 
AEPA4 (8,52) y AEPA8 (6,72) son mayores a los reportados por Otero, 1994 con tal 
diatomea en cultivos en ciclostato, donde a una tasa de renovación del 30% igual a la del 
presente estudio, demostró relaciones de 7,36, 6,53 y 6,30 con concentración de nutrientes 
4, 8 y 16mM. La formulación AEPA con concentración de nutrientes 4, 8 y 16mM en el 
cultivo de Phaeodactylum tricornutum provoca un descenso de la relación C:N (tabla 1) al 
respecto Otero, 1994 menciona que tal relación también disminuye con la tasa de renovación 
del cultivo. Los valores descritos en el presente estudio (tabla 1) con excepción de la 
condición AEPA16 (4,55), son mayores en el rango de 9,09-6,72, a los reportados por 
Osborne and Geider, 1986, con respecto a la relación Redfield (C:N 6,6), valores con los 
cuales se considera, no existe limitación por nutrientes (Goldman et al.,1979; Goldman and 
Peavey, 1979, Goldman et al.,1986) lo que nos indicaría además la proximidad de la máxima 
tasa de crecimiento (McCarthy, 1980) ver tabla 1; sin embargo un exceso aun mayor de 
nutrientes influye sobre una disminución de tal relación como ocurrió con la condición 
AEPA16 (4,55) (figura 3). Los valores de C:N dependerán por tanto de las condiciones de 
saturación por nitrógeno, la complejidad y concentración optima de los elementos que 
constituyen a cada uno de los nuevos medios de cultivo probados en cultivos en 
Capitulo 7: Evaluación del efecto de los medios de cultivo Algal Alto Rendimiento (AAR) y Algal 
Incremento Concentración EPA (AEPA) en diferentes concentraciones de nitrógeno, sobre la 
generación de biomasa, composición bioquímica, e incorporación elemental de Phaeodactylum 
tricornutum. 
 275















La estructura bioquímica celular (proteínas, carbohidratos y lípidos) de 
Phaeodactylum tricornutum, vario considerablemente con respecto a las formulaciones de 
cultivo empleadas y concentración [mM] de estas, existiendo en el comportamiento de los 
tres combustibles bioquímicos, diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las 
condiciones de cultivo (p<0,05) (tabla 1 y figura 4a). En tanto que el medio de cultivo AEPA 
en la concentración de nutrientes 4, 8 y 16 mM la evolución del contenido de proteína mostró 
un coeficiente de correlación r2 de 0,95 (con ajuste a una tendencia lineal positiva), derivado 
de QN (tablas 1), en tanto que con respecto a los carbohidratos un r
2=0,99 (con ajuste a una 
tendencia lineal negativa) derivado de Qc, y en el caso de los lípidos un r
2 de 0,99 (con 














Figura 4. (a) Contenido celular (pg.cel-1) de proteínas, carbohidratos y lípidos, respecto a los diferentes 
medios de cultivo en Phaeodactylum tricornutum. (b) Coeficientes de correlación AEPA4,8,16. Media ± 













































Figura 3.- Cuota celular de nitrógeno QN, 
carbono QC y relación C:N respecto a los 
diferentes medios de cultivo en 
Phaeodactylum tricornutum. Media ± SD 
(n=5). Diferentes letras (comparación 
múltiple de Tukey), existe diferencia 
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Los registros de contenido proteico celular en cultivo semicontinuo fue influenciado 
por las formulaciones probadas; los cuales oscilaron entre 8,04 y 15,94 pg.cel-1 (tabla 1 y 
figura 4a) donde las recetas AARPt4 (8,04), AEPA4 (7,94), AEPA8 (10,41), y AEPA16 
(15,94) mostraron un mejor rendimiento proteico celular con respecto al medio 
AIPt4=ALGAL (5,08). Observándose además, que la formulación AEPA con concentración 
de nutrientes 4, 8 y 16mM incrementa casi linealmente tal rendimiento proteico. Otero, 1994 
en cultivos en ciclostato con las mismas concentraciones antes mencionadas en el medio de 
cultivo “ALGAL” y una tasa de renovación del 30% obtiene 7,75, 11,15 y 11,51 pg.cel-1, 
valores por debajo de los descritos en este estudio con excepción de la concentración 8mM 
de nutrientes. Indicando además, que el contenido máximo celular de proteína, derivado de 
QN, fue de 13,22 pg.cel
-1 obtenido en cultivos con 16mM de nutrientes y un tasa de 
renovación del 10%, resultados aun mas bajos obtenidos con la misma especie, son los 
reportados por Herrero et al., 1991 con 5,21pg.cel-1 en cultivos masivos. Otros autores como 
Parsons et al.,1961; Fernández-Reiríz et al.,1989 obtienen máximas cantidades de 7,17 y 
4,81 pg.cel-1 respectivamente. 
 
Indicar que en el capítulo 1 de la presente disertación, una vez deducidas las 
concentraciones optimas por separado, de los elementos Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, 
Cu2+, y S2-, en la reconstitución parcial de la formulación “ALGAL” y con las cuales solo se 
obtuvo un rendimiento de proteína en el rango de 2,25-9,63 pg.cel-1, rango inferior al 
obtenido cultivando a Phaeodactylum tricornutum con los nuevos medios AARPt4, AEPA4, 
AEPA8 y AEPA16. Piorreck and Phol, 1984; Kaixian and Borowitzka, 1992; Fernández 
Sevilla, 1995, mencionan que tiempos de residencia cortos de nutrientes y en suma su 
importancia fisiológica es que promoverán la formación de proteínas, combustible 
rápidamente empleado en el crecimiento y división celular por lo que es de esperarse los 
valores de este estudio en cultivo semicontinuo, en adición a la complejidad y concentración 
de los elementos, que dependiendo de esta, poseerán una amplia implicación en la síntesis 
de proteínas como mencionan varios autores (O’Kelley, 1974; McCarthy, 1980; Kaplan et 
al.,1990). 
Se ha sugerido que los aminoácidos libres, una fracción importante desde el punto de 
vista del valor nutricional proteico de las microalgas, sirven como almacenamiento de 
nitrógeno en las diatomeas, proponiéndose al contenido en aminoácidos libres como 
indicador del estado nutricional celular (Admiraal et al.,1986). El papel de los aminoácidos 
libres como almacenadores de nitrógeno ha sido demostrado en otras especies microalgales 
(Dortch et al.,1984; Davidson et al.,1992), incluyendo diatomeas (Dortch, 1982). 
 
El contenido de carbohidratos celulares dependió de la receta de cultivo empleada, 
fluctuando entre 5,96 y 8,29 pg.cel-1 (tabla 1) donde las recetas de cultivo AARPt4(8,29), 
AEPA4(7,15), AEPA8(6,64), y AEPA16(5,96) mostraron un mejor rendimiento en 
carbohidratos celulares con respecto a la formulación AIPt4=ALGAL(2,32). Indicar que el 
incremento de nutrientes con el medio de cultivo AEPA hizo decrecer la cantidad de dicho 
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combustible celular. Prestar atención que en el rendimiento de CHOs descrito para los 
elementos Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- en la reconstitución parcial del 
medio “ALGAL” (capítulo 1), nos indico un rango entre 1,00 y 6,00 pg.cel-1 que es inferior al 
obtenido cultivando a la microalga con los nuevos medios AARPt4, AEPA4, AEPA8 y 
AEPA16; sin embargo con la concentración óptima de azufre 0,1mM se obtuvo un valor de 
7,49 pg.cel-1. Los valores de CHOs descritos con la mayoría de los medios probados en el 
presente estudio, superan los rendimientos reportados por Otero, 1994, en sus estudios con 
la misma diatomea, tasa de renovación del 30%, con el medio de cultivo “ALGAL” y 
concentración de nutrientes 4, 8 y 16mM con 4,36, 4,48 y 4,46 pg.cel-1.  
 
En continuación, el contenido lipídico celular demostró con respecto a los medios de 
cultivo probados, valores en el rango de 9,31 y 11,56 pg.cel-1; donde las recetas de cultivo 
AARPt4(11,56), AEPA4(9,31), AEPA8(9,93), y AEPA16(10,62) revelaron un mejor 
rendimiento lipídico celular con respecto al medio AIPt4=ALGAL(5,76). Decir que el 
incremento de nutrientes con la receta de cultivo AEPA (4, 8, y 16mM), aumentó la cantidad 
de dicho combustible celular, tendencia similar fue demostrada por Otero, 1994. Mencionar 
que en el capítulo 1 de la presente disertación se observó una oscilación en el rendimiento 
lipídico celular de 3,41-5,55 pg.cel-1 con respecto a los elementos Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, 
Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2-, rango que es inferior al obtenido cultivando a la microalga con los 
nuevas formulaciones. Los valores descritos en el presente estudio se encuentran por arriba 
de los reportados por Otero, 1994 en cultivos en ciclostato, en las condiciones antes 
descritas con valores de 3,19, 4,13 y 4,69 pg.cel-1, sin embargo menciona que un máximo 
contenido lipídico puede ser obtenido en sistema de ciclostato con 7,47 pg.cel-1 en 
condiciones de 1mM nutrientes-algal, y una tasa de renovación del 10%. Otros autores 
encuentran un contenido máximo en un sistema de turbidostato en diálisis de 2,5 pg.cel-1. 
Thompson et al.,1990 en un sistema de cultivo semicontinuo obtiene solo 5,36 pg.cel-1 con 
tasa de crecimiento máxima. Parsons et al.,1961; Fernández-Reiríz et al.,1989; Herrero et 
al.,1991, en cultivo masivo obtuvieron solo 1,43, 1,83 y 6,51 pg.cel-1 respectivamente. Los 
valores del contenido lípido celular son debidos además por la característica que posee 
Phaeodactylum tricornutum; diatomea que emplea a los lípidos como el principal producto de 
almacenamiento de energía (Reis et al.,1996; Mirón et al.,2002), produciendo una gran 
cantidad de ácidos grasos poliinsaturados, que incluyen considerables concentraciones de 
EPA (Arao et al.,1987; Dunstan et al.,1994). Previos estudios han demostrado que el 
contenido lipídico de algunas microalgas puede ser incrementado por varias condiciones de 
cultivo dentro de las cuales destaca una alta concentración de hierro (Liu et al.,2008). 
Otero, 1994 menciona obtener en sus condiciones de cultivo células de 
Phaeodactylum tricornutum con un peso orgánico de 15,31, 19,77 y 20,6 pg.cel-1, valores 
por debajo de los obtenidos con la misma concentración de nutrientes en nuestro estudio con 
25,02, 26,36 y 32,52 pg.cel-1 (tabla 1), por lo cual se considera que cultivar a dicha 
diatomea con los nuevos medios hace más eficiente la obtención de biomasa de elevado 
valor nutritivo. 
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Los resultados del presente estudio sugieren que cambios en la composición 
bioquímica celular, fueron influenciados por las nuevas formulaciones ya descritas (capítulo 
5), así como la concentración optima de Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- en la 
reconstitución del medio de cultivo “Algal” (Fábregas et al.,1984) (capítulo 1). Los 
carbohidratos han demostrado ser la reserva energética intermedia en algunas microalgas, 
debido a que son necesarios cuando la fuente de nitrógeno se ve limitada en la síntesis de 
lípidos. 
 
Cuando el contenido de proteína se considera como porcentaje de la fracción 
orgánica (FO) este fluctuó entre el 28,81 y 48,99% (tabla1 y figura 5). Donde 
Phaeodactylum tricornutum cultivada con los medios AIPt4, AARPt4 expresó valores de 
38,58 y 28,81% respectivamente, en tanto que con el medio AEPA con diferente 
concentración de nutrientes 4, 8 y 16mM, la FO se incremento de manera lineal del 31,74 al 
48,99%. Kaixian and Borowitzka, 1992; Molina Grima et al., 1994, indican que la tasa de 
crecimiento determinara el contenido de proteína el cual puede estar entre un 30 y 50% 
dependiendo de las condiciones de cultivo. Por lo que respecta a la FO de los lípidos, esta 
mostró un rango de comportamiento del 17,69 al 41,48% (tabla1 y figura 5); donde al igual 
que sucedió en la FO de las proteínas, la FO de los lípidos se incrementó, en respuesta a la 
mayor adición de nutrientes en el medio de cultivo AEPA, en tanto que el medio de cultivo 
AARPt4 con un 41,48% mostró ser diferente del 17,69 obtenido con AIPt4=”ALGAL”. En 
el caso de la FO de los carbohidratos existió marcada diferencia entre los medios AIPt4 y 
AARPt4 con un 43,73 y 29,71% respectivamente; en tanto que dicha FO en el medio AEPA 
con un incremento de nutrientes tiende a disminuir en torno al 28,66-18,33%, dichas 
tendencias fueron muy similares en el contenido pg.cel-1 (tabla 1). Otero, 1994 en sus 
estudios en cultivo de ciclostato con una tasa de renovación del 30% y el medio de cultivo 
“ALGAL”, en la FO de proteínas obtiene con una concentración de nutrientes 4, 8 y 16mM un 
rango que decrece de un 50,62 a 34,08%, en tanto que en la FO de lípidos un rango de 
incremento del 20,84 al 22,72%, finalmente en la FO de los carbohidratos con un 
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Figura 5.- Fracción orgánica de 
proteínas, lípidos y carbohidratos, en 
Phaeodactylum tricornutum en cultivo 
semicontinuo con diferentes medios de 
cultivo.  
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Se obtuvieron diversos valores de contenido calórico celular, empleando los 
diferentes medios de cultivo, en el rango de 3,90 y 9,04x10-7 J.cél-1, existiendo diferencias 
altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de cultivo (p<0,05) (tabla 1); donde 
las recetas AARPt4, AEPA4, AEPA8 y AEPA16 en el rango de 7,05-9,04x10-7 J.cél-1 
revelaron generar un superior contenido calórico celular con respecto al medio 
AIPt4=ALGAL(3,90x10-7 J.cél-1) (tabla 1), por otra parte el medio de cultivo AEPA con 
diferente concentración de nutrientes (4, 8 y 16mM), produjo en la biomasa celular un 
incremento lineal del contenido calórico lo cual se ve reflejado en el valor absoluto de peso 
orgánico (pg.cel-1) (tabla 1). Los anteriores registros son superiores a los reportados por 
Otero, 1994 con 3,86, 5,07 y 5,37x10-7 J.cél-1 con el medio de cultivo “ALGAL”, tasa de 
renovación del 30% y concentración de nutrientes 4, 8 y 16mM, en su estudio sobre la 
modificación de la composición bioquímica de la microalga Phaeodactylum tricornutum en 
régimen de ciclostato. Los valores de contenido calórico obtenidos con los nuevos medios de 
cultivo incluso mostraron un mejor rendimiento, comparándolos con la inclusión por 
separado de Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- en concentraciones optimas en el 
medio de cultivo “ALGAL” (capítulo 1) con valores en el rango de 3,37-4,83x10-7 J.cél-1. Sin 
duda la inclusión en conjunto de los anteriores elementos en concentraciones adecuadas en 
cada uno de los diferentes medios de cultivo diseñados (capítulo 5), respondió de diferente 
forma con las necesidades fisiológico celulares ya descritas por algunos autores (O’Kelley, 
1974; McCarthy, 1980; Kaplan et al.,1990). Whyte 1987, menciona que una gran variedad 
de especies microalgales poseerán un mayor contenido energético en fase estacionaria de 
crecimiento. 
 
Se halló un rango de variación en el peso seco celular en el orden de 15,62-38,40 
pg.cel-1 en base a los diferentes medios de cultivo probados en Phaeodactylum tricornutum 
(tabla 1 y figura 6a); tal oscilación se correspondió con la evolución de el peso orgánico 
(proteínas+carbohidratos+lípidos pg.cel-1) en el rango de 13,16 y 32,52 pg.cel-1; y por ende 
con el contenido de materia orgánica por célula (tabla 1), indicándonos la existencia en 
ambos casos de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de 
experimentación (p<0,05); donde las formulaciones AARPt4, AEPA4, AEPA8 y AEPA16 en 
el rango de 29,77-38,40 pg.cel-1 mostraron generar un mayor peso seco celular con respecto 
al medio AIPt4=ALGAL con 15,62 pg.cel-1. Observar además que el medio de cultivo AEPA 
con diferente concentración de nutrientes (4, 8, 16mM) produjo en las células un incremento 
lineal del peso seco (tabla 1 y figura 6a) con un coeficiente de correlación lineal positivo r2 de 
0,92 (figura 6b). 
 
En lo referente al contenido celular de cenizas como se puede observar en la tabla 1 
y figura 6a, constaron diferencias altamente significativas (p=0,001) entre los diferentes 
medios de experimentación (p<0,05) donde las recetas de cultivo AARPt4, AEPA4, AEPA8 
y AEPA16 incidieron en mostrar un mayor contenido celular de cenizas en el rango de 4,75-
5,88 pg.cel-1 con respecto al medio de cultivo AIPt4=ALGAL con 2,46 pg.cel-1. Indicar que 
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el contenido celular de cenizas con el medio de cultivo AEPA en concentración de nutrientes 
4, 8 y 16mM reveló un comportamiento lineal, con un coeficiente de correlación positivo r2 
de 0,94 (figura 6b). La variable ceniza nos indica el tiempo de residencia de los elementos en 
la célula, vía el cultivo semicontinuo con un 30% de tasa de renovación, induciendo la 
acumulación de los elementos en el interior celular, con el fin de compensar la elevada 
presión osmótica del medio de cultivo que es rica en nutrientes minerales. Mencionar que en 
el capítulo 1 de la presente disertación independiente de la concentración de los elementos 
Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2-, incluidos por separado en el medio de cultivo 
“ALGAL” (capítulo 1) se demostró un rango de contenido celular de cenizas entre un 2,05 y 
4,05 pg.cel-1, valores que se encuentran por debajo de los 4,75-5,88 pg.cel-1 logrados con 
los nuevos medios de cultivo, lo que nos indicaría que además de la compensación por 
presión osmótica de los elementos intracelularmente, el transporte es aun más activo cuando 
estos elementos son nutricionalmente esenciales y forman complejos, un tipo de sinergismo 
entre elementos con nutrientes orgánicos como aminoácidos o proteínas y lípidos (Cid, 
1993), lo cual se logro, debido a la nueva complejidad de ingredientes lo que coadyuvo a una 














Figura 6.- (a) Contenido celular: peso seco, materia orgánica y cenizas (pg.cel-1) en Phaeodactylum 
tricornutum en cultivo semicontinuo con respecto a los diferentes medios de cultivo. (b) Correlación 
concentración nutrientes medio de cultivo AEPA. Media ± SD (n=5). Diferentes letras (comparación 
múltiple de Tukey), existe diferencia significativa (p<0,05). 
 
Estudios realizados sobre la influencia en la concentración de nutrientes y la tasa de 
crecimiento sobre el contenido de cenizas contribuyen a poca información clarificadora sobre 
si un incremento del contenido celular en cenizas podría ser responsable de un descenso en 
QN en condiciones no limitantes (Otero, 1994), siendo que en nuestro estudio fue 
completamente al contrario ya que QN se incremento en respuesta al incremento de las 
cenizas (tablas 1). Sin embargo algunos autores (Fernández Reiríz et al.,1989) en cultivos 
masivos han descrito un mayor contenido de cenizas en la fase exponencial de crecimiento 
que en fase estacionaría, otros más (Thomas et al.,1984; Whyte 1987) no encuentran una 
tendencia definitiva de la presencia de cenizas con la concentración de nutrientes en cultivo 
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La incorporación celular en cultivo semicontinuo de Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, 
Cu2+, y S2- por Phaeodactylum tricornutum en base a los diferentes medios de cultivo 
probados, se muestra en las tablas 2-3 y figuras 6 a-b y 7a-b, resultados que nos indicaron 
la existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones 
experimentadas (p<0,05). Demostrar que en el caso del medio de cultivo AEPA con 
diferente concentración de nutrientes (4, 8, 16mM) se obtuvieron coeficientes de correlación 
en la incorporación de S2-, Mg2+, Ca2+ y Zn2+ de r2=1 en todos los casos con ajuste a una 
tendencia polinomial (figura 8a). Por lo que respecta al Se2- mostró una r2 de 0,91 con ajuste 
a una tendencia polinomial positiva, elementos como el Si4+, Fe3+ y Cu2+ se ajustaron a una 














Figura 6.-Incorporación celular de elementos en Phaeodactylum tricornutum. en cultivo semicontinuo y 
una tasa de renovación del 30%.día-1 con AARPt4 y AIPt4: (a) S2-, Ca2+, Mg2+, Zn2+, (b) Fe3+, Si4+, Se2-, 















Figura 7.-Incorporación celular de elementos en Phaeodactylum tricornutum. en cultivo semicontinuo y 
una tasa de renovación del 30%.día-1 con AIPt4, AEPA4, 8 y 16mM: (a) S2-, Ca2+, Mg2+, Zn2+, (b) Fe3+, 
Si4+, Se2-, Cu2+. Media ± SD (n=5). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existe diferencia 
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Dicha incorporación de elementos en la célula respecto a los diferentes medios de 
cultivo, concuerda con la tendencia de el contenido celular de cenizas descrito en la tabla 1 y 
figura 6a, al respecto Fábregas et al.,1996a; Fábregas et al.,1996b mencionan que 
Phaeodactylum tricornutum incrementa su volumen celular con la tasa de renovación lo que 
sugiere un mayor contenido de minerales por otra parte Rebolloso Fuentes et al.,2000 
mencionan que si los minerales son biodisponibles, no tóxicos o antinutricionales serán 
empleados fisiológicamente y nutricionalmente por las células en adecuado balance de su 
concentración (Braek et al.,1980; Carvalho et al.,2006).  
 
Un incremento en la cantidad de los elementos-ingredientes de los medios de cultivo, 
provoca un descenso del peso orgánico acompañado de variaciones en el peso seco celular 
(tabla 1). En condición de abundancia de nutrientes, las microalgas captan mayores 
cantidades de elementos del medio, es así que la presión osmótica celular aumenta, dando 
lugar a una mayor absorción de aniones y cationes (Bhatnagar et al.,2002). Darley, 1987, 
menciona que es debido tal fenómeno a que en los diferentes medios de cultivo la presencia 
del ácido etilenodiaminotetraacético (EDTA) ayuda ya sea a incrementar la disponibilidad de 














Figura 8.- Coeficientes de correlación en la incorporación celular de elementos en Phaeodactylum 
tricornutum en cultivo semicontinuo y una tasa de renovación del 30%.día-1 con el medio AEPA4, 8 y 
16mM: (a) S2-, Ca2+, Mg2+, Zn2+, (b) Fe3+, Si4+, Se2-, Cu2+. Media ± SD (n=5). 
 
El decremento del contenido orgánico celular con respecto al peso seco, en 
Phaeodactylum tricornutum en base a las diferentes formulaciones de cultivo empleadas, fue 
compensado con el contenido de los elementos en las cenizas (tablas 1), así mismo conforme 
se incremento la concentración de nutrientes. Son diversos los mecanismos activos y pasivos 
para la incorporación de metales por las microalgas (Otero, 1994). La pared celular de las 
microalgas tienen una gran capacidad para secuestrar o incorporar elementos (Wang et 
al.,1998a). Este hecho es de una importancia especial, ya que las microalgas marinas 
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metales a niveles tróficos superiores (Folgar et al.,2009); los cuales son de gran importancia 
ya que son responsables de una gran cantidad de procesos enzimáticos, antioxidantes y 
fisiológicos, que coadyuvan a mecanismos formadores de membrana, así como intervenir en 
procesos de metamorfosis en estadios larvales tempranos.  
 
Los ácidos grasos (AG) más abundantes en Phaeodactylum tricornutum una vez 
cultivada con las diferentes formulaciones AIPt4=ALGAL, AARPt4, AEPA4, AEPA8 y 
AEPA16, fueron el 14:0, 16:0, 16:1(n-7) (Reitan et al.,1994; Zhukova et al.,1998; Ying et 
al.,2000; Pratoomyot et al.,2005; Jia et al.,2008). Los cuales se presentaron en el rango del 
10,49 al 47,19%; valores muy cercanos a los reportados con algunos metales en diferente 
concentración en el medio de cultivo “ALGAL” en el capítulo 1 de la presente disertación con 
5-48%, resultados que concuerdan con los descritos por Rivero-Rodríguez et al.,2007. Los 
anteriores AG se estimaron en conjunto entre el 67,71 y 85,21% del total de los AG (tabla 
4), donde los medios AARPt4, AEPA4, AEPA8 y AEPA16 mostraron, en el rango de 67,71-
85,21% ser diferentes del medio AIPt4=ALGAL con 71,10%. Sin embargo diversos autores 
como Heiba et al.,1997; Colombo et al.,2006; Vanitha et al.,2007, Imbs et al.,2007; Jia et 
al.,2008 describen que tal diatomea posee una composición en promedio del 45% de AG 
saturados especialmente el ácido mirístico (C14:0) y palmítico (C16:0) seguido de un 39% 
de AG monoinsaturados donde destacan el ácido palmitoleico (C16:1n-7) y ácido elaídico 
(C18:1n-9), así como un 10% de AG poliinsaturados (AGP) especialmente el acido 
5,8,11,14,17-eicosapentaenoico (C20:5n-3). Al respecto en el presente estudio se 
obtuvieron valores de 10,49-16,26% y 22,26-27,39% para el ácido mirístico (C14:0) y 
palmítico (C16:0) respectivamente, en tanto que para el ácido palmitoleico (C16:1n-7) y 
ácido elaídico (C18:1n-9) resultaron valores de 30,63-47,19% y 1,15-3,26% 
respectivamente, en el caso del acido eicosapentaenoico (C20:5n-3) valores entre 6,88 y 
12,56%, además de otros AGP como el C16:2n-6 (0,17-1,14), C16:2n-6 (0,79-3,94), 
C16:3n-3 (1,19-6,15), C20:4n-6 (0,21-0,91), C22:0 (0,90-2,23) (tabla 4); oscilación de 
valores que dependió de las diferentes formulaciones de cultivo empleadas; de modo que se 
demostró la existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las 
condiciones de experimentación (p<0,05) con respecto a los ácidos grasos totales (AGT) 
(pg.cel-1) (tabla 4 y figura 9a). Resultados que fueron superiores a los encontrados por 
Otero, 1994 en cultivos en ciclostato, medio de cultivo “ALGAL”, concentración de nutrientes 
4, 8 y 16mM y tasa de renovación del 30% con valores de 1,69, 2,05 y 1,91 pg.cel-1 
respectivamente. Nuestros datos demostraron que aun cuando el contenido de lípidos se 
incrementa con la concentración de nutrientes no sucede así con el contenido de AGT, el cual 
disminuye (tabla 4). La complejidad elemental así como su adecuada concentración en los 
nuevos medios de cultivo, nos demuestra cuan versátil suele resultar Phaeodactylum 
tricornutum en el metabolismo de los lípidos y con ello inducir la cantidad de sus ácidos 
grasos principales (Carvalho et al.,2006; Harwood and Guschina, 2009; Mata et al.,2010).  
 
El contenido de ácidos grasos en la biomasa celular esta influenciado por las 
condiciones de cultivo. Así que parámetros como la temperatura, irradiancia incidente, 
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disponibilidad de luz, ciclos de luz-oscuridad y una adecuada nutrición mineral, determinará 
el perfil de ácidos grasos de la biomasa (Bajpai and Bajpai, 1993; Molina Grima et al.,1992, 
1993, 1995; Cohen et al.,1995; Mikami and Murata 2003; Los and Murata 2004). El perfil de 
ácidos grasos de una cepa de microalgas no solo esta determinado por su herencia, y puede 
ser modificado por las diferentes condiciones de crecimiento (Yongmanitchai and Ward, 
1991; Laurenco et al.,2002). Entre los diferentes componentes del medio de cultivo, la 
fuente de nitrógeno (N), así mismo la concentración de ciertos ingredientes pueden provocar 
cambios importantes en al composición bioquímica de las diferentes especies de microalgas. 
 
Cada formulación de cultivo con base en su constitución elemental y adecuada 
concentración de ellos es que mostraron diversos grados de evolución respecto a 
incrementar o decrecer porcentualmente tales AG. Siendo un hecho que en base a la 
concentración del ácido palmítico (16:0) y palmitoleico (16:1(n-7) es, que fuese posible la 
elongación y desaturación vía enzimática (Zhukova et al.,1998; Huang et al.,2010) a otros 
ácidos grasos de cadena más larga, importantes y de concentración apreciable en esta 
diatomea, como lo fueron el 16:3(n-3), 18:0, 18:1(n-9), 18:1(n-7), 18:2(n-6), y 18:3(n-6) 
que originaron series de otros AG insaturados de cadena aun más larga como el 20:4(n-6), 
20:5(n-3), 22:0 y 22:6(n-3) (tabla 4). Destacando el ácido graso eicosapentaenoico (EPA) 
(Dunstan et al.,1994; Ying et al.,2000) como precursor de eicosanoides (Dyeberg, 1986); el 
cual mostró en los medios AARPt4, AEPA4, AEPA8 y AEPA16 una mayor concentración en 
el rango de 8,19-12,56% con respecto al medio AIPt4=ALGAL 6,88% existiendo por tanto 
diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de experimentación 
(p<0,05) (tabla 4 y figura 9b). Siron et al., 1989 mencionan que, con y sin adición de 
fosfatos, es posible obtener 11,2 y 4,9% de EPA, resultados por debajo de los nuestros. 
Indicar que con el medio AEPA con diferente concentración de nutrientes (4, 8, y 16mM), 
mostró un coeficiente de correlación r2=0,88, con un ajuste a una tendencia lineal positiva 
(figura 9c) en el aumento del ácido graso 20:5(n-3) en la célula, y que es el reflejo de la 
evolución de los lípidos celulares; un incremento del contenido de EPA mediante la 
concentración de nutrientes ha sido demostrado también en cultivos masivos (Yongmanitchai 
and Ward, 1991, 1992; Otero et al.,1995) y en ciclostato (Otero, 1994). En tanto que el 
contenido del ácido graso docosahexaenoico (DHA) mostró un coeficiente de correlación 
r2=1, con un ajuste a una tendencia polinomial (figura 9c). 
 
El contenido de ácidos grasos fue claramente modificado por los diferentes medios de 
cultivo. Donde los ácidos grasos saturados mostraron ser mayores sobre los 
monoinsaturados. Esto puede ser debido a la capacidad de las células para incorporar los 
diferentes ingredientes de las formulaciones para la producción de lípidos ricos en ácidos 
grasos neutros como el C14:0, C16:0, y C18:0 (Regnault et al.,1995). Posteriormente estos 
ácidos saturados son utilizados para síntesis de ácidos grasos poliinsaturados que 
contrarrestan daños por estrés oxidativo (Harwood, 1988). 
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Figura 9. Contenido de Ácidos grasos totales(a), contenido de EPA (b) y coeficientes de correlación 
EPA y DHA con AEPA4, 8 y 16mM (c) por célula de Phaeodactylum tricornutum en cultivo semicontinuo 
y una tasa de renovación del 30%.día-1 con diferentes medios de cultivo. Media ± SD (n=5). Diferentes 
letras (comparación múltiple de Tukey), existe diferencia altamente significativa (p<0,05). 
 
El porcentaje de ácido palmítico (16:0) y palmitoleico (16:1(n-7) en las células de 
Phaeodactylum tricornutum con respecto a las formulaciones AARPt4, AEPA4, AEPA8 y 
AEPA16 se observó con una tendencia a decrecer su concentración en beneficio de 
incrementar los principales AG poliinsaturados (polares), especialmente el 20:5n-3 (EPA), 
como se observa en la tabla 4, comportamiento similar a sido descrito por Yongmanitchai 
and Ward, 1991. Tal discusión es corroborada con lo concluido por Ying et al.,2000 y 
Pratoomyot et al.,2005, mencionado que el ácido palmítico (16:0) puede variar su presencia 
celular entre el 13,5% y 26,4% en tanto que el palmitoleico (16:1(n-7) puede estar presente 
entre el 21,1% y 46,3%, valores que concuerdan con los resultados del presente estudio. 
Parrish and Wangersky 1987, mencionan que existen diferencias en la tasa de producción de 
las distintas clases de lípidos, tanto en la cantidad como en los lípidos producidos bajo 
condiciones de deficiencia o suficiencia de nutrientes.  
 
Al respecto Parrish and Wangersky 1987 y Siron et al.,1989 mencionan que la 
síntesis intracelular de triglicéridos en Phaeodactylum tricornutum se incrementa bajo 
condiciones de estrés por nitrógeno o condiciones de limitación por fósforo con el incremento 
de el ácido palmítico (16:0) y palmitoleico (16:1(n-7) y decremento de lípidos polares 
específicamente EPA; asociados a membranas. 
 
El máximo contenido de AGT pg.cel-1 que correspondió, del contenido lipídico celular 
en Phaeodactylum tricornutum con las diferentes formulaciones de cultivo fue el siguiente: 
AIPt4=ALGAL (74,48%), AARPt4 (56,57%), AEPA4 (67,23%), AEPA8 (37,06%), 
AEPA16 (27,68%). Donde valores de 56,67% y 67,23% mostraron poseer un mejor 
rendimiento comparado contra un 52,98% obtenido por Otero, 1994 en cultivos en ciclostato 
con el medio de cultivo ALGAL 4mM y tasa de renovación del 30%; donde además con 
diferente concentración de nutrientes 4, 8 y 16mM obtiene un decremento del 52,98% al 
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porcentaje de AGT del contenido lipídico celular se debe a que la producción o generación de 
los lípidos (Huang et al.,2010); desplaza la formación de lípidos neutros o triglicéridos, los 
cuales poseen ácidos grasos de baja insaturación por fosfolípidos o galactolípidos (lípidos 
polares) en la forma de sulfoquinovosyldiacylglycerol (SQDG) y fosfatidilglicerol (PG) (Goss 
et al.,2009) y que en Phaeodactylum tricornutum y en la mayoría de las diatomeas 
representan el 40% de los AG poliinsaturados de las series ω-3 y ω-6 (Arao et al.,1987, Mata 
et al.,2010). Los fosfolípidos son la fuente o sustrato de los ácidos grasos para la formación 
de eicosanoides, una serie de gran derivación bioactiva, en particular ácidos grasos 
altamente insaturados (+C20), especialmente el ácido araquidónico (ARA, 20:4n-6) y el 
ácido eicosapentaenoico (EPA, 20:5n-3) (Tocher et al.,2008). 
 
Se hallaron importantes diferencias en el contenido porcentual y pg.cel-1 de los 
ácidos grasos saturados (AGS), monoinsaturados (AGM) y poliinsaturados (AGP), existiendo 
en todos los casos diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de 
cultivo experimentadas (p<0,05) ver tabla 4 y figura 10a. Señalar que en el caso del medio 
de cultivo AEPA con diferentes concentraciones de nutrientes (4, 8 y 16mM) la evolución de 
dichos ácidos grasos expresó coeficientes de correlación r2=0,98(AGP), 1,0(AGS), 
0,99(AGM), con ajuste a una tendencia lineal positiva en el 1er caso y negativa en el 2do y 
3er caso (figura 10b). El decremento por tanto de los AGS y los AGM correspondió con el 
incremento de los AGP ver figuras 10a y tabla 4.  
 
Recalcar que el contenido de AGP de los medios de cultivo AEPA8 y AEPA16 
expresaron valores superiores en rendimiento con respecto a la condición control 
AIPt4=ALGAL (figura 10a). Lin et al.,2007 mencionan que los AGS y los AGM así como los 
AGP subtotales aumentan de manera exponencial a principios de la fase estacionaria para 
posteriormente disminuir en la fase estacionaria tardía. Sin embargo se ha observado que 
cuando la tasa de crecimiento se incrementa, los tiempos de duplicación decrecen y las 
necesidades para biomoléculas estructurales incrementan, reduciéndose el almacenaje de 
lípidos neutros. Este efecto produce la reducción del contenido celular en los ácidos grasos 
saturados y monoinsaturados y un incremento en los poliinsaturados que son los principales 
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Figura 10. (a) Contenido porcentual de Ácidos grasos por célula de Phaeodactylum tricornutum en 
cultivo semicontinuo y una tasa de renovación del 30%.día-1 con diferentes medios de cultivo. (b) 
Coeficientes de correlación ácidos grasos, medio de cultivo AEPA4, 8 y 16mM. Media ± SD (n=5). 
Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existe diferencias altamente significativas (p<0,05). 
 
Los AGP se subdividen en tres familias, mediante las cuales se derivan los procesos 
de elongación y desaturación mediante las series ω-9, ω-6 y ω-3; de las cuales, las series 
importantes son la ω-3 y ω-6, así mismo la proporción entre estas dos series es de relevante 
importancia en el valor energético celular en los siguientes niveles tróficos, por lo que una 
mayor proporción de los ω-3 es imprescindible en mecanismos formadores de membrana en 
etapas tempranas de desarrollo larval de organismos marinos.  
 
Es así que las proporciones de ácidos grasos ω-3:ω-6 por célula de Phaeodactylum 
tricornutum cultivada con los medios AIPt4=ALGAL, AARPt4 AEPA4, AEPA8 y AEPA16 
revelaron los siguientes resultados 4,28, 9,04, 9,27, 11,10 y 6,18% comparativamente 
(tabla 4) por lo tanto se hallaron diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las 
condiciones de experimentación (p<0,05) (ver figura 11a), pudiendo observarse que los 
medios AARPt4 AEPA4, AEPA8 y AEPA16 mostraron un mejor rendimiento con respecto al 
medio AIPt4=ALGAL. Se consiguió un índice de correlación r2=1 (figura 11b) con ajuste a 
una tendencia polinomial negativa con el medio AEPA respecto a dicha proporción, cuando 
se incremento la concentración de nutrientes (4, 8, y 16 mM). Rivero-Rodríguez et al.,2007 
en cultivo de Phaeodactylum tricornutum para alimento de larvas de Crassostrea corteziensis 
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Figura 11. (a) Contenido porcentual de Ácidos grasos w3:w6 por célula de Phaeodactylum tricornutum 
en cultivo semicontinuo y tasa de renovación del 30%.día-1 con diferentes medios de cultivo. (b) 
Coeficiente de correlación ácidos grasos w3:w6, medio de cultivo AEPA4, 8 y 16mM. Media ± SD 
(n=5). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existen diferencias altamente significativas 
(p<0,05). 
 
Un aspecto importante desde el punto de vista nutricional en niveles superiores de la 
trama trófica alimenticia; es la proporción que existe del total de los ácidos grasos, el ácido 
eicosapentaenoico (20:5n-3 EPA) y el ácido araquidónico (20:4n-6 ARA), tal proporción 
EPA:ARA es muy importante en la alimentación de las primeras etapas de desarrollo larval.  
En los peces planos, la metamorfosis y el desarrollo de la pigmentación son 
controlados a nivel nervioso y neuroendocrinologico. En consecuencia, la producción anormal 
de eicosanoides en el cerebro como resultado de la alteración de los niveles de ARA y EPA 
trae consigo graves consecuencias para el desarrollo y la metamorfosis de las larvas de 
peces planos, incluyendo su anormal pigmentación; por lo que la proporción de EPA que 
promueve la formación de membranas a nivel celular sobre la proporción de ARA deberá ser 
siempre superior (Estévez et al.,1999).  
En el presente ensayo, motivo de la modificación de el medio de cultivo 
ALGAL=AIPt4 por la inclusión de Mg2+, Ca2+, Si4+, Se2-, Fe3+, S2-, Zn2+ y Cu2+ en 
concentraciones optimas (capítulo 1), es que se originaron las formulaciones AARPt4 
AEPA4, AEPA8 y AEPA16 (capítulo 5); las cuales se probaron en el cultivo de 
Phaeodactylum tricornutum con la finalidad de probar si era posible modificar la proporción 
celular de EPA:ARA con respecto al medio ALGAL=AIPt4, indicar que fue posible en el 
rango de 13,80:1% a 39,00:1% por célula como se puede observar en la tablas 4 con 
respecto a la proporción 11,46:1% del ALGAL=AIPt4; por lo tanto existieron diferencias 
altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de experimentación (p<0,05) (ver 
figura 12a). Sin embargo como se puede observar en la tabla 4 y figura 12b un incremento 
en la concentración de nutrientes (4, 8 y 16mM) produce un índice de correlación r2=1 con 
ajuste a una tendencia polinomial negativa, comportamiento similar observo Otero, 1994 en 
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Los valores del presente estudio son importantes en proporción ya que Estévez et 
al.,2001; Bell et al.,2003 concluyen que una alta incidencia en la mal pigmentación de larvas 
de peces planos es debida a un pobre enriquecimiento de las presas vivas vía las microalgas 
con una proporción 0,3:1% de EPA:ARA en contraste con una proporción 4,1:1% de 
EPA:ARA donde problemas de mal pigmentación en estadios larvales tempranos de peces 
planos no fueron evidentes, Sargent et al.,1999 mencionan que una proporción 4,2:1 
EPA:ARA es esencial para una normal supervivencia, crecimiento, pigmentación y 
metamorfosis en larvas de rodaballo. Un exceso en la producción de eicosanoides derivados 
del ácido araquidónico en el cerebro o en la pituitaria de larvas, vía estrés, altera el control 
neuroendocrino de los procesos implicados en el desarrollo de la pigmentación durante la 














Figura 12. (a) Contenido porcentual de Ácidos grasos EPA:ARA por célula de Phaeodactylum 
tricornutum en cultivo semicontinuo y tasa de renovación del 30%.día-1 con diferentes medios de cultivo. 
(b) Coeficiente de correlación ácidos grasos EPA:ARA con el medio de cultivo AEPA4, 8 y 16mM. Media 
± SD (n=5). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existen diferencias altamente 
significativas (p<0,05). 
 
El uso de microalgas específicas como fuentes de ácidos grasos poliinsaturados 
(AGPI), ya sea para su incorporación en la acuacultura o la dieta humana, recibe un 
creciente interés. El perfil de ácidos grasos intracelular en una especie determinada es 
posible dentro de ciertos límites manipularlo, ya sea sobre su metabolismo, modulando los 
parámetros de crecimiento microalgal; o la correlación entre los componentes del medio de 
cultivo (Carvalho et al.,2006). La nutrición mineral y los efectos de la variación en la 
composición del medio de cultivo en la producción de ácidos grasos es posible mediante la 
inclusión en el medio de cultivo de ciertos elementos que además de cumplir con funciones 
fisiológicas celulares, coadyuvan en la calidad bioquímica de la misma. Comportamientos 
similares en la cantidad de los ácidos grasos han sido manifestados por Feng et al.,2005; los 
cuales concluyen que la adición en el medio de cultivo de moléculas orgánicas e inorgánicas 
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Rebolloso Fuentes et al.,2000 mencionan que los minerales si son biodisponibles y no 
tóxicos en la microalgas estas podrían ser utilizadas con fines alimenticios, debido a la 
cantidad y la diversidad de nutrientes que contienen. Además, de que la composición de la 
biomasa puede ser modificada por medio de variables operacionales, principalmente 
mediante el uso de los tiempos de residencia corta para obtener mayores concentraciones de 
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Cultivo en semicontinuo de Phaeodactylum tricornutum con Algal de Alto 
Rendimiento (AAR) y Algal de Incremento de la Concentración de EPA (AEPA) 
(modificado de Fábregas et al., 1984). Concentración de nutrientes 4, 8,16 mg át. 
N/L, Tasa de renovación 30%.día-1 
 
 
 AIPt4mM AARPt4mM AEPA4mM AEPA8mM AEPA16mM
      
Densidad celular 
























      
% proteína en F.O. 38,58 28,81 31,74 39,48 48,99 
% carboh. en F.O. 43,73 29,71 28,56 25,18 18,33 
% lípidos en F.O. 17,69 41,48 39,70 35,34 32,67 
      
Proteína 



































      
Peso orgánico pg.cel-1 13,16 27,91 25,02 26,36 32,52 













      












      






























































































RelaciónC:N(átomos) 9,09d 9,20d 8,52c 6,72b 4,55a 
Los aquí presentes son la media ± SD (n=3). AIPt = Algal Industrial Phaeodactylum tricornutum, 
AARPt = Algal Máxima Productividad Phaeodactylum tricornutum, AEPA4,8,16= Algal 



































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Estudio poblacional, modificación bioquímica e incorporación de elementos 
por Artemia franciscana y Brachionus plicatilis, ocasionada por el 
enriquecimiento con Phaeodactylum tricornutum cultivada en sistema 
semicontinuo, con una tasa de renovación del 30%, con los medios de cultivo 
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Se empleo un cultivo masivo del rotífero marino Brachionus plicatilis en Carboy’s de 6 
L, los cuales se filtraron y lavaron en periodos cortos con agua destilada para eliminar 
microbiota y posteriormente pasarlos a un nuevo carboy con agua de mar estéril. Tal proceso 
preventivo se realizó 24 h antes de iniciar los experimentos con la finalidad de estabulación 
alimentaria y sanidad de los rotíferos. Para realizar las experiencias de crecimiento 
poblacional, modificación bioquímica e incorporación de elementos. Los rotíferos a razón de 
50 rotíferos.mL-1 se transfirieron a botellas de borosilicato de 1 L con 700 mL de agua de 
mar autoclavada, sometidos a un flujo de aire de 20 burbujas.minuto-1 aproximadamente, 
ciclos de luz:oscuridad 12h:12h, una intensidad luminosa de 52,3 µmol quanta.m-2.s-1 y 
mantenidos en una cámara isotérmica con 22±2°C. A primera hora del ciclo de luz se 
alimentó al rotífero Brachionus plicatilis, a razón de 30,000 células.rotífero-1 con biomasa de 
Phaeodactylum tricornutum (en cultivo semicontinuo y tasa de renovación del 30%) 
previamente cultivada con las formulaciones AIPt4=Algal, AARPt4, AEPA4, AEPA8 y 
AEPA16. 
Diariamente a primera hora del ciclo de luz, se realizo el recuento de la densidad de 
rotíferos.mL-1 así como del número de huevos por hembra, para posteriormente calcular la 
cantidad de biomasa celular para alimentar a razón de 30,000 células de Phaeodactylum 
tricornutum.rotífero-1.  
 Los cultivos experimentales se mantuvieron durante 9 días tomando en cuenta que el 
ciclo de vida de Brachionus plicatilis dura aproximadamente 4 días (Ito 1955; 1957) por lo 
que los experimentos se finalizaron una vez transcurridas 2 generaciones. Al finalizar el 
periodo se contabilizo la densidad poblacional y numero de huevos producidos, se 
cosecharon por triplicado 70 mL de cultivo para determinación de peso seco, cenizas y 
materia orgánica, así como 50 mL (n=3) de biomasa, en filtros de malla nitex de 40 µm para 
determinación de proteínas, carbohidratos, lípidos, ácidos grasos, e incorporación de 
metales; estas muestras se ultracongelaron a -80°C para su posterior análisis. 
 
Se incubaron y eclosionaron en agua salobre al 2,5%, filtrada (1µm), quistes de 
Artemia franciscana (Kellogg, 1906) del Gran Lago Salado Utha (INVE, Aquaculture, Inc.), en 
un baño termostático a 28±1°C, una intensidad luminosa de 152,3 µmol quanta/m2/s1; por 
24h y un flujo de aireación continua de 250 mL/min1. Una vez eclosionados los nauplios se 
lavaron con agua destilada y formalina al 4% por 10 segundos, como tratamiento bacteriano 
preventivo; posteriormente se mantuvieron en agua marina estéril al 3,5%. Se espero a que 
los metanauplios cumplieran 48h después de la eclosión (DDE), tiempo en el cual han 
desarrollado un sistema digestivo eficaz-completo y pueden empezar a filtrar no 
selectivamente alimento (Sorgeloos et al.,2001). Para realizar las experiencias de 
crecimiento, supervivencia, modificación bioquímica e incorporación de elementos, los 
metanauplios48h se transfirieron a razón de 2 metanauplios.mL
-1 en un volumen de 500mL en 
botellas de 1 L, sometidos a un flujo de aire de 20 burbujas.minuto-1 aproximadamente, 
ciclos de luz:oscuridad 12h:12h, se utilizo una intensidad luminosa de 52,3 µmol quanta.m-
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2.s-1, las botellas de cultivo se mantuvieron en un baño termostático a 28±1°C dentro de una 
cámara isotérmica a 22±2°C. 
 
A primera hora del ciclo de luz se alimentó a Artemia franciscana, a razón de 
300,000 células.artemia-1 (Gelabert, 2003) con biomasa de Phaeodactylum tricornutum (en 
cultivo semicontinuo y tasa de renovación del 30%) previamente cultivada con las 
formulaciones AIPt4=Algal, AARPt4, AEPA4, AEPA8 y AEPA16.  
Diariamente se contabilizó la densidad de células.mL-1 del cultivo de Artemia para de 
esa forma corregir la ración diaria de microalgas de modo que entre el día 1 y 11 se utilizó 
una densidad celular de entre 300,000 y 5,696,202 células.artemia-1  
Los cultivos experimentales se mantuvieron por 10-11 días, tiempo en el cual 
comenzó el cortejo de apareamiento, para cosechar la población al día 10-11. Se contabilizo 
la densidad poblacional, se cosecharon por triplicado 40 organismos para determinación de 
peso seco, cenizas y materia orgánica, proteínas, carbohidratos, lípidos, ácidos grasos, e 
incorporación de metales; estas muestras se ultracongelaron a -80°C para su posterior 
análisis. 
 
Resultados y discusión. 
 
 Al igual que ocurrió en el capítulo 3 de la presente disertación se observó que en los 
dos primeros días de alimentación del rotífero Brachionus plicatilis con Phaeodactylum 
tricornutum, cultivada con las diferentes formulaciones (rAIPt4=ALGAL, rAARPt4, 
rAEPA4, rAEPA8, rAEPA16), no reveló crecimiento poblacional e incluso fue evidente una 
disminución de la población inicial (figura 1), situación que además se corroboro por la 
presencia de biomasa celular no filtrada por los rotíferos en cultivo. Este comportamiento 
pudo ser debido como lo menciona Ferreira, 2006 en sus estudios sobre bioencapsulación y 
crecimiento poblacional de la misma especie de rotífero, por manipulación, causante de 
estrés. Por lo que este tiempo consideramos es un periodo de adaptación o fase “lag” como 
ocurre en copépodos los cuales después de un periodo de ayuno (“starvation”) y entre su 
próxima alimentación dejan de producir individuos vivíparos, para producir solo huevos en 
las siguientes 9,5-65,5 horas (Ianora, 2005), periodo en el que es posible la eclosión de los 
huevos producidos por las hembras adultas así como muerte por adaptación de las mismas. 
Posterior a este proceso a partir del 3er día (figura 1) la densidad poblacional de rotíferos 
comenzó a multiplicarse. Al respecto Snell, 1986; Lubzens and Minkoff, 1988; Hagiwara and 
Hino, 1990, mencionan que motivo de estrés fisicoquímico las hembras producen huevos 
dormantes por lo general entre 1 y 8 los cuales tardarán en eclosionar según las condiciones 
del medio de cultivo; siendo significativamente más pequeños que los 18-23 huevos o más 
(Ruttner-Kolisko, 1974) producidos asexualmente durante sus 7 o 10 días de vida (Hoff and 
Snell, 1999). 
Capitulo 8: Evaluación poblacional, modificación bioquímica e incorporación de elementos por Artemia 
















El empleo de las formulaciones AIPt4=ALGAL, AARPt4, AEPA4, AEPA8 y AEPA16 
en el cultivo de Phaeodactylum tricornutum produjo diferencias en la generación de densidad 
poblacional final de Brachionus plicatilis, la cual fluctuó de la siguiente manera: 
AIPt4=ALGAL (227 rotíferos.mL-1), AARPt4 (324 rotíferos.mL-1), AEPA4 (350 rotíferos.mL-
1), AEPA8 (565 rotíferos.mL-1) y AEPA16 (428 rotíferos.mL-1) ver tabla 1 y figura 2. 
Existiendo diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de cultivo 
mencionadas (p<0,05). Hoff and Snell, 1999 mencionan que inoculando entre 36 y 66 
rotíferos.mL-1 llegan a obtener entre 5 y 8 días de cultivo densidades de 161 a 234 
rotíferos.mL-1 alimentando con una mezcla de microalgas y un Booster. Arnold and Holt, 
1991 empleando el método de alimentación en base a microalgas, levadura y aceite 
emulsificado, logra cultivos masivos de rotíferos de solo 150-200 rotíferos.mL-1. Hur 1991, 
alimentando rotíferos con Phaedactylum tricornutum (cultivada con el medio f/2 de Guillard) 
por 11 días solo obtiene un rendimiento de 160 rotíferos.mL-1. Schlosser and Anger, 1982; 
Lubzens, 1987; Miracle and Serra, 1989; Korstad et al.,1989; Hirayama, 1990; Hiawa and 
Heerkloss, 1994, Patiño, 1995, mencionan que en Brachionus plicatilis existen diferentes 
factores como la temperatura, salinidad, aireación, tipo-tamaño-concentración y calidad del 
alimento, los cuales afectan la ingestión y multiplicación poblacional; en el presente estudio 
todos los anteriores parámetros fueron mantenidos constantes excepto la calidad del 
alimento microalgal vía su cultivo con diferentes formulaciones; por lo que las condiciones de 
cultivo de la microalga determinaron la supervivencia, tamaño, metamorfosis así como la 
taza de reproducción de los organismos filtradores, alimentados con ellas. Es lógico pensar 
que esta calidad del alimento vía la complejidad mineral de las formulaciones con las que se 
le cultivo, fue la que produjo la oscilación de la ya citada generación poblacional.  
 
Indicar que en el capítulo 3 de la presente disertación en la incorporación por 
separado, con diferente concentración de los elementos Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, 
Cu2+, y S2- en el medio “ALGAL” para el cultivo de Phaeodactylum tricornutum y posterior 
alimentación del rotífero con esta, solo se obtuvieron densidades poblacionales de entre 137 
y 313 rotíferos.mL-1. Whyte and Nagata, 1990; Fulks and Main, 1992; Snell, 1991; Tamaru 
et al.,1991; Nagata and Whyte, 1992, Vadstein et al.,1993; Hansen et al.,1997 concluyen 
Figura 1. Evolución de la densidad de cultivo de 
Brachionus plicatilis (rotífero.mL-1) alimentado con 
Phaeodactylum tricornutum cultivada en 
semicontinuo, tasa de renovación 30% con 



















AIPt4 AARPt 4 AEPA4
AEPA8 AEPA16 
Capitulo 8: Evaluación poblacional, modificación bioquímica e incorporación de elementos por Artemia 
franciscana y Brachionus plicatilis, por enriquecimiento con P. tricornutum, cultivada con AARPt y 
AEPA. 
 300
que la tasa reproductiva es fuertemente afectada por el tipo y calidad del alimento proveído 
en su cultivo (Qi et al.,2009), así como el tamaño de partícula y las especies de microalgas 
determinaran la tasa reproductiva de Brachionus plicatilis (Sayegh et al.,2007; Hu and Xi, 
2008; Alva-Martínez et al.,2009). Hagiwara et al.,1997 mencionan que producciones arriba 
de 150 rotíferos.mL-1 son indicativo de baja obtención de huevos dormantes los cuales no 














Por otra parte la producción final de huevos.mL-1 fue la siguiente: AARPt4 (168 
huevos.mL-1), AEPA4 (170 huevos.mL-1), AEPA8 (259 huevos.mL-1) y AEPA16 (219 
huevos.mL-1) con respecto a el control (AIPt4=ALGAL) con 124 huevos.mL-1 (tabla 1), 
existiendo diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de cultivo 
mencionadas (p<0,05) tablas 1 y figura 3b; lo que correspondió a 0,73, 0,49, 0,46, 0,51 y 
0,38 huevos.hembra-1 respectivamente (figura 3a). Decir que en el capítulo 3 de la presente 
disertación rotíferos alimentados con Phaeodactylum tricornutum cultivada con el medio 
“ALGAL” reconstituido parcialmente por separado con diferentes concentraciones de Ca2+, 
Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- mostró valores muy similares entre 0,21 y 0,80 
huevos.hembra-1 donde solo el cobre y magnesio con 0,80 huevos.hembra-1 mejoran tal 
productividad. Kostopoulou and Vadstein, 2007 en estudios de crecimiento de variedades de 
Brachionus plicatilis, con diferente concentración de Nannohcloropsis oculata, en 3,5 días de 
experimentación obtienen producciones entre 0,84 y 0,96 huevos.hembra-1. Støttrup and 
McEvoy, 2003 mencionan que la proporción de huevos depende de la calidad de los 
alimentos.  
Cualquier desviación de las condiciones óptimas del alimento se refleja en bajas o 
altas tasas de producción de huevos en los cultivos de rotíferos. Por ejemplo, una proporción 
de huevos de menos de 0,13 para cultivos de Brachionus plicatils indica inestabilidad y el 
colapso futuro posible del cultivo (Snell et al.,1987). La producción de huevos por hembra 
después de dos ciclos generacionales (T8) se correspondió con la densidad poblacional de las 
formulaciones AIPt4=ALGAL y AARPt4, en tanto que con la receta AEPA con diferente 
concentración de nutrientes (4, 8, y 16mM) tal producción no fue lineal como podría 
esperarse y se mantuvo conservativa en torno a 0,50 huevos.hembra-1 (tabla 1); tales 
resultados pueden ser debidos a la viabilidad de eclosión de los huevos dada la calidad 
Figura 2. Densidad poblacional (T9) de 
Brachionus plicatilis (rotífero.mL-1) 
alimentado con Phaeodactylum tricornutum 
cultivada en semicontinuo, tasa de 
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alimenticia de la diatomea vía la formulación de cultivo; al respecto Camus et al.,2009; 
Gusmão and McKinnon, 2009 mencionan en sus estudios, que la alimentación con diatomeas 
en copépodos produjo una baja producción de huevos con respecto a otras dietas 
microalgales. Sin embargo en el presente estudio la diatomea Phaeodactylum tricornutum y 
su enriquecimiento con diferentes medios de cultivo, mostró influir de manera positiva en la 
generación de huevos por parte de las hembras amícticas. En la figura 3a se puede observar 
para la mayoría de las formulaciones, tres picos máximos de producción de huevos en los 
días 3, 5 y 8 de cultivo; resultados similares han sido descritos por Wullur et al.,2009 
modificando la salinidad (r=0,73 a 0,78); datos que nos sugieren las siguientes generaciones 
poblacionales, las cuales incluso coinciden con lo mencionado por Ito 1955; 1957; Wullur et 
al.,2009 los cuales indican que el ciclo de vida generacional del rotífero es cercano a 4 días.  
 
Nuestros resultados además revelan que las diferentes formulaciones de cultivo para 
la diatomea modifican su calidad nutricional, lo que conlleva a modificar la tasa generacional 
en Brachionus plicatilis, una herramienta biotecnológica muy importante en la producción de 
alimento vivo para los siguientes niveles tróficos acuáticos. Motivo del ritmo circadiano 
12L:12O al que fueron sometidos los cultivos de rotíferos, se pudo observar una gran 
uniformidad de tallas, así mismo un gran número de hembras a primera hora del ciclo de luz 
mostraban entre 3 y 5 huevos, al respecto Ruttner-Kolisko, 1972; Fulks and Main, 1992 
mencionan que en condiciones óptimas de alimentación, una hembra puede albergar hasta 5 
huevos al mismo tiempo; posterior a ese periodo fue solo ocasional encontrar hembras con 
huevos y la uniformidad de tallas se perdió. Al respecto Camus and Zeng, 2008 mencionan 
que con el copépodo Acartía sinjiensis la producción de huevos y eclosión de los mismos es 
debida al efecto del fotoperiodo al que se someten los cultivos masivos; tal y como ocurrió 
en el presente estudio con Brachionus plicatilis. Fábregas et al., 1996b; 1998b indican que la 
tasa de renovación así como la concentración de nutrientes en efecto combinado en cultivos 
semicontinuos dan lugar a grandes diferencias en el valor nutritivo de Phaeodactylum 
tricornutum. Ianora 2005, alimentando a hembras de copépodos Calanus helgolandicus y 
Temora stylifera con dicha diatomea logra produzcan entre 15 y 23 huevos.día-1 indicando 
que la diatomea es una buena dieta con respecto a algunos dinoflagelados. El número de 
huevos predice el estado del cultivo para las próximas 24 h. En general la proporción de 
huevos depende de la cantidad y calidad del alimento y es afectada por parámetros abióticos 
como los niveles de oxigeno, temperatura de cultivo, salinidad, pH, y niveles de amonio 
(Støttrup and McEvoy, 2003). Hoff and Snell mencionan que las microalgas estimulan la 
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Figura 3. Evolución de la producción de huevos en Brachionus plicatilis (huevos.hembra-1) (a)  y 
numero de huevos.mL-1 producidos al T8 (b) alimentado con Phaeodactylum tricornutum cultivada en 
semicontinuo, tasa de renovación 30% con diferentes medios de cultivo. Media ± SD (n=3). Diferentes 
letras (comparación múltiple de Tukey), existe diferencia altamente significativa (p<0,05). 
 
Se originaron las siguientes tasas de crecimiento poblacional (r) (algunas veces 
referida como G; Støttrup and McEvoy, 2003), para los rotíferos alimentados con 
Phaeodactylum tricornutum, cultivada con las diferentes formulaciones, donde AARPt4 (0,23 
día-1), AEPA4 (0,24 día-1), AEPA8 (0,30 día-1) y AEPA16 (0,27 día-1) mostraron un mejor 
rendimiento con respecto al medio AIPt4=ALGAL con 0,19 día-1. Valores que estuvieron por 
encima de los obtenidos en rotíferos alimentados con la misma diatomea (capítulo 3), 
cultivada con el medio de cultivo “ALGAL” reconstituido parcialmente por separado con 
diferentes elementos y concentración de estos con 0,12-0,23 día-1. Ferreira, 2006 cultivando 
al rotífero Brachionus plicatilis con la microalga Isochrysis galbana var. T-iso, con diferentes 
tasa de renovación, solo obtiene tasas de crecimiento poblacional de entre 0,09 y 0,17. 
Algunos autores con otras especies de rotíferos han obtenido tasas de crecimiento más altas 
(0,42-0,81 día-1) en cultivos con otras especies de microalgas (Scott and Baynes, 1978; 
Yúfera and Pascual, 1983; Carić et al., 1993, Hagiwara et al.,2007; Wullur et al.,2009). 
Valores de r para varias cepas de Brachionus plicatilis usualmente se encuentran en el rango 
de 0,23-1,15, en tanto que para Brachionus rotundiformis es posible obtener valores entre 
0,54 a 1,37, resultados que dependen del tipo de alimento como levadura húmeda o seca, 
microalgas secas, congeladas o vivas (Lubzens et al.,2001), así como la especie de microalga 
con la que se les cultive, temperatura, además de la salinidad (Hirayama et al.,1979; 
Lubzens et al.,1989; 1995; Hagiwara et al.,1995; Hansen et al.,1997). Hirayama and Satuito 
1991 adicionando vitamina B12 al medio de cultivo del rotífero obtiene un r=0,39. Por otra 
parte dada la oscilación que observan nuestros resultados es evidente que los medios de 
cultivo ejercieron un diferente efecto sobre la calidad nutricional de Phaeodactylum 
tricornutum y que impacta en dicha tasa de crecimiento. La que a su vez está relacionada 
con la cantidad de alimento y dependiendo del tipo de dieta la cantidad requerida para 
alcanzar la multiplicación máxima (Yúfera et al.,1983; Lubzens et al., 1995, Milione and 
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la concentración de los alimentos, la comparación entre la eficacia de diferentes fuentes de 
alimento debe hacerse en el Km o valores de saturación para cada tipo de alimento (Hansen 
et al.,1997). 
En lo que respecta a la tasa de conversión alimenticia (TCA) y porcentaje de 
eficiencia de crecimiento (%EC), por el rotífero alimentado con la microalga, cultivada con 
los diferentes medios, se observó muy variable, mostrando los siguientes valores para: 
AARPt4 (2,47-40,54%), AEPA4 (2,35-42,53%), AEPA8 (2,52-39,70%), AEPA16 (2,10-
47,57%) con respecto a el medio AIPt4=ALGAL con 1,57-63,65 respectivamente; 
indicándonos en ambos casos la existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) 
entre las condiciones y con respecto al control (p<0,05). Los valores de TCA nos muestran 
cuan eficiente es el rotífero para vía la microalga ganar peso de modo, que tales valores 
entre mas cercanos a 1 sean o inferiores a 1, mejor será la TCA. El %EC en estos casos solo 
fue cercano al 50%. El comportamiento de las anteriores variables nos da una idea de cuan 
importante suele ser la complejidad elemental de un medio de cultivo, la cual se ve reflejada 
en la calidad del alimento vía la cadena trófica. 
Los diversos medios de cultivo en Phaeodactylum tricornutum produjeron diferentes 
efectos como alimento en la composición bioquímica de Brachionus plicatilis de la siguiente 
manera: la biomasa celular con AIPt4=ALGAL, y AARPt4 manifestó la siguiente disposición 
bioquímica Lípidos>Proteínas>Carbohidratos(pg.cel-1), en tanto que en los rotíferos una 
vez consumida la microalga la disposición fue 
Proteínas>Lípidos>Carbohidratos(ng.rotífero-1) en los dos casos (figura 4 a-b); en el 
caso de la biomasa con AEPA4, AEPA8 y AEPA16 reveló la siguiente composición proximal 
Proteínas>Lípidos>Carbohidratos(pg.cel-1), y una vez consumida la microalga por el 
rotífero Proteínas>Lípidos>Carbohidratos (ng.rotífero-1) en la totalidad de los casos 














Figura 4.- Evolución de la composición bioquímica de Phaeodactylum tricornutum (a (pg.cel-1) y de 
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Figura 5.- Evolución de la composición bioquímica de Phaeodactylum tricornutum (a (pg.cel-1) y de 
Brachionus plicatilis (b (ng.rotífero-1) con respecto a los medios AEPA4, AEPA8 y AEPA16. 
 
En orden de importancia energética el contenido de proteína en el rotífero fue el 
mayor combustible bioquímico (figura 4b y 5b), una vez cultivado con la microalga con las 
diferentes formulaciones, de la siguiente forma: 130,15 ng.rotífero-1(AIPt4=ALGAL), 
136,33 ng.rotífero-1 (AARPt4), 135,57 ng.rotífero-1 (AEPA4), 160,07 ng.rotífero-1 (AEPA8) 
y 190,42 ng.rotífero-1 (AEPA16) existiendo diferencias altamente significativas (p=0,001) 
entre las condiciones y con respecto al control (p<0,05) excepto entre las condiciones 
AARPt4 y AEPA4; ver tabla 1. Mencionar que dichos valores de proteína con excepción de 
la condición AEPA16 fueron inferiores a los obtenidos en el capítulo 3 con rotíferos 
alimentados con la misma diatomea pero cultivada con el medio ALGAL reconstituido 
parcialmente con diferentes elementos en torno a 154 y 308 ng.rotífero-1.  
 
En tanto que el segundo combustible lo representó el contenido de lípidos (figura 4b 
y 5b) con valores de: 104,48 ng.rotífero-1 (AIPt4=ALGAL), 130.01 ng.rotífero-1 (AARPt4), 
127,95 ng.rotífero-1 (AEPA4), 133,21 ng.rotífero-1 (AEPA8) y 191,77 ng.rotífero-1 
(AEPA16) (tabla 1), indicando diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las 
condiciones y con respecto al control (p<0,05). Observar que dichos valores de lípidos fueron 
superiores a los obtenidos en el capítulo 3 con rotíferos alimentados con la misma diatomea 
pero cultivada con el medio ALGAL reconstituido parcialmente con diferentes elementos en 
torno a 73 y 111 ng.rotífero-1, excepto con los elementos magnesio, calcio, silicio, selenio los 
cuales mostraron un contenido lipídico entre 134 y 252 ng.rotífero-1. 
 
Por lo que respecta a los carbohidratos (figura 4b y 5b) valores de 57,31, 64,48, 
59,78, 84,20 y 82,00 ng.rotífero-1 estuvieron presentes en AIPt4=ALGAL, AARPt4, 
AEPA4, AEPA8 y AEPA16 comparativamente (tabla 1); indicando la existencia de 
diferencias significativas (p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control (p<0,05). 
Dichos resultados son superiores comparándolos con los obtenidos en el capítulo 3 de la 
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el medio de referencia “ALGAL” reconstituido parcialmente con los elementos hierro, cobre, 
zinc con valores entre 51 y 65 ng.rotífero-1; pero inferiores a los contenidos lipídicos 
obtenidos con la reconstitución parcial con magnesio, calcio, silicio, selenio y azufre en torno 
a los 76 y 126 ng.rotífero-1. 
 
Cuando el contenido de proteína se considera como porcentaje de la fracción 
orgánica, el valor de proteína según la formulación de cultivo probado, fluctuó mínimamente 
entre 41,02 y 44,58% (figura 6 y tabla 1) en comparación con la oscilación obtenida entre 
40,18 y 55,89% cuando rotíferos fueron alimentados con la misma diatomea cultivada con el 
medio de referencia “ALGAL” reconstituido parcialmente con diferentes elementos (capítulo 
3). Juego de resultados que se consideran óptimos ya que Lubzens et al.,1989; Frolov et 
al.,1991; Tamaru et al.,1991; Frolov and Pankov, 1992; Nagata and Whyte, 1992; 
Fernández-Reiríz et al.,1993; Reitan et al.,1993; Rainuzzo et al.,1997; Øie and Olsen, 1997; 
Makridis and Olsen, 1999, Lubzens et al.,2001; Lubzens and Zmora, 2003 exponen un rango 
de contenido de proteína en el rotífero de entre el 28 y 63%. El contenido de proteína por 
rotífero puede incrementarse de un 60-80% cuando se aumenta la ración alimenticia.  
 
Por lo que respecta a la fracción orgánica de los lípidos mostraron un rango de 
variación entre 35,29 y 41,31% (figura 6 y tabla 1), valores menos oscilantes comparados 
con los obtenidos en el capítulo 3 con valores entre 26,21 y 39,85%. Teshima et al.,1987; 
Frolov et al.,1991; Nagata and White, 1992; Fernández-Reiriz et al.,1993; Rainuzzo et 
al.,1997; Lubzens et al.,2001; Lubzens and Zmora, 2003 mencionan que cerca del 34-43% 
de los lípidos en rotíferos son fosfolípidos y un 20-55% son triacilgliceroles, con pequeñas 
concentraciones de monoacilgliceroles, diacilgliceroles, esteroles, esteres esteroles, y ácidos 
grasos libres. Los fosfolípidos y triacilgliceroles muestran similares perfiles de ácidos grasos, 
pero estos son grandemente afectados por los lípidos proveídos en la alimentación del 
rotífero. El contenido lipídico de los rotíferos es generalmente un poco más bajo que el del 
alimento, lo que indicaría que los lípidos son utilizados por los rotíferos. Los rotíferos utilizan 
proporciones altas de DHA para la reproducción (Øie and Olsen, 1997) además de que la 
utilización de los lípidos depende de la temperatura (Olsen et al.,1993).  
 
Finalmente los carbohidratos revelaron un comportamiento entre 17,66 y 22,31%, 
valores muy similares a los obtenidos en el capítulo 3 de la presente disertación con 16,63 y 
21,58%; al respecto Whyte and Nagata, 1990; Frolov et al.,1991; Frolov and Pankov, 1992; 
Nagata and Whyte, 1992; Fernández-Reiríz et al.,1993; Lubzens and Zmora, 2003 
demostraron un rango entre 10,5 y 27%. De donde el 61-80% es glucosa (como glicógeno), 
un 9-18% de ribosa y 0,8-7,0% de galactosa, manosa, deoxiglucosa, fucosa, y xilosa 
(Nagata and Whyte, 1992). La fracción orgánica hace más evidente la compartimentalización 
de los combustibles bioquímicos en Brachionus plicatilis además de ser evidente que la 
calidad del alimento vía la diversidad de medios de cultivo, promovió la calidad proximal del 
rotífero. Es sabido además que la ración alimenticia afecta la tasa reproductiva del rotífero y 
su contenido de proteínas, lípidos y carbohidratos. Støttrup and Attramadal, 1992; Mourente 
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et al.,1995 demuestran que la calidad nutricional del rotífero depende directamente del 















En lo que concierne al valor calórico (VC) por el rotífero con base en la calidad 
nutricional de Phaeodactylum tricornutum vía los diferentes medios de cultivo se observaron 
los siguientes valores: 82,36x107J.rotífero-1 (AIPt4), 95,20x107J.rotífero-1 (AARPt4), 
93,41x107J.rotífero-1 (AEPA4), 105,48x107J.rotífero-1 (AEPA8), 135,65x107J.rotífero-1 
(AEPA16) indicando la existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las 
condiciones y con respecto al control (p<0,05) (tabla 1). Tales contenidos de VC fueron 
superiores comparándolos con los obtenidos en el capítulo 3 con elementos como el hierro, 
cobre, azufre, zinc y selenio en la reconstitución parcial del medio “ALGAL” en el rango de 74 
118x107J.rotífero-1, sin embargo rotíferos con magnesio, calcio, silicio mostraron mayores 
rendimientos en torno a 161 y 183x107J.rotífero-1.  
Fernández-Reiríz et al.,1993; Lubzens and Zmora, 2003, mencionan que el valor 
calórico encontrado en los rotíferos dependerá de la dieta en un rango de 134x107J.rotífero-1 
con levadura de cerveza y 200x107J.rotífero-1 después de 6 h de enriquecimiento con 
boostings. Demostrando nuestros resultados que la calidad del alimento del rotífero vía el 
enriquecimiento mineral mediante la microalga muestra diversos grados de calidad en el VC 
del rotífero en cultivo. 
 
En lo que atañe al peso seco (PS) por rotífero, en base a la microalga cultivada con 
las diferentes formulaciones, expresó los siguientes valores: 299,01 ng.rotífero-1 
(AIPt4=ALGAL), 340,02 ng.rotífero-1 (AARPt4), 332,48 ng.rotífero-1 (AEPA4), 390,58 
ng.rotífero-1 (AEPA8) y 482,34 ng.rotífero-1 (AEPA16) (figura 7a y tabla 1); indicando la 
existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y con 
respecto al control (p<0,05). Observar que con respecto a la condición AEPA con diferente 
concentración de nutrientes la evolución del PS mostró un coeficiente de correlación r2 de 
0,98 (con ajuste a una tendencia lineal positiva) (figura 7b). Valores de peso seco que 
corresponden con la evolución de el peso orgánico (proteínas+lípidos+carbohidratos 
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Figura 6.- Fracción orgánica de proteínas, lípidos 
y carbohidratos en Brachionus plicatilis 
alimentado con Phaeodactylum tricornutum 
cultivada con diferentes formulaciones  
Capitulo 8: Evaluación poblacional, modificación bioquímica e incorporación de elementos por Artemia 
franciscana y Brachionus plicatilis, por enriquecimiento con P. tricornutum, cultivada con AARPt y 
AEPA. 
 307
ende con el contenido de materia orgánica por rotífero (tablas 1-2). Decir que en el capítulo 
3 de la presente disertación dada la inclusión de diferentes elementos en la reconstitución 
parcial del medio de cultivo “ALGAL” para el cultivo de Phaeodactylum tricornutum fue 
posible obtener una gran oscilación de valores de peso seco del organismo entre 286 y 654 
ng.rotífero-1. Lubzens et al.,1989 mencionan en sus investigaciones con Brachionus plicatilis 
que su valor nutricional dependerá de su peso seco, valor calórico y composición bioquímica 
y que es reflejo de la cantidad y calidad de su alimento. 
El peso seco de un rotífero es muy variable en la literatura es frecuente hallar valores 
entre 300 y 600 ng, por lo que es evidente que en base a calidad del alimento vía los 
diferentes medios de cultivo probados en este estudio es que ejerció un efecto en la 
variación del peso seco por rotífero y no la ración diaria de Phaeodactylum tricornutum la 
cual siempre fue constante (30,000 cel.rotifero-1) y que además satisfació las necesidades 
del rotífero. Theilacker and Kimball, 1984; Lubzens et al.,1989 indican que el peso seco del 
rotífero dependerá por sobre todo del tamaño y estado nutricional en el rango de 120-360 
ng.rotífero-1 excluyendo los huevos; sin embargo con abundante alimento de calidad en su 
periodo de vida las hembras pueden llegara a pesar 620 ng.rotífero-1. Yufera et al.,1997 
demuestran que el peso seco de Brachionus plicatilis se encuentra dependiendo de la calidad 
del alimento y tasa reproductiva entre 600 y 800 nanogramos por individuo. 
En cuanto al contenido de cenizas por rotífero como se puede observar en la figura 
7a y tabla 1 vario con respecto al medio de cultivo con el que fue cultivada Phaeodactylum 
tricornutum, donde el medio control mostró 7,47 ng.rotífero-1 (AIPt4=ALGAL), en tanto que 
los medios AARPt4, AEPA4, AEPA8 y AEPA16 mostraron 9,20, 9,18, 13,10 y 18,15 
ng.rotifero-1 respectivamente; indicando la existencia de diferencias altamente significativas 
(p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control (p<0,05) excepto entre las 
condiciones AARPt4, y AEPA4. Expresar que con respecto a la condición AEPA con 
diferente concentración de nutrientes la evolución de cenizas reveló un coeficiente de 














Figura 7.- (a) Contenido rotífero: peso seco, materia orgánica y cenizas (ng.rotífero-1) alimentado con 
Phaeodactylum tricornutum en cultivo semicontinuo con diferentes medios de cultivo. (b) Correlación 
concentración nutrientes medio de cultivo AEPA. Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación 
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La incorporación de Mg2+, Ca2+, Si4+, Se2-, Fe3+, S2-, Zn2+ y Cu2+ por Brachionus 
plicatilis vía Phaeodactylum tricornutum cultivada con los diferentes medios de cultivo se 
puede observar en la figura 8 a-b y figuras 9 a-b y tablas 2-3; donde las cantidades de 
incorporación en el rotífero fueron muy variables dependiendo del medio de cultivo, lo que 
nos indicó la existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las 
condiciones (p<0,05), tablas 2-3. Tales diferencias concuerdan con los valores de cenizas 
reportados en todas las condiciones de cultivo, que además son evidentes en el 
comportamiento del peso seco y orgánico del rotífero vía el alimento. Un incremento en la 
cantidad de los elementos-ingredientes de los medios de cultivo, se vio reflejado en la 
microalga (capítulo 7) y por ende en el siguiente nivel trófico (rotífero), provocando por 
tanto un descenso del peso orgánico acompañado de variaciones en el peso seco del rotífero 
(tabla 1).  
El comportamiento de incorporación de los elementos en base a su concentración fue 
el siguiente: S2->Ca2+>Mg2+>Fe3+>Zn2+>Si4+>Se2->Cu2+, tal patrón de incorporación del 
rotífero fue conservativo empleando las diferentes formulaciones de cultivo. Demostrar que 
en el caso del medio de cultivo rAEPA con diferente concentración de nutrientes (4, 8, 
16mM) se obtuvieron coeficientes de correlación en la incorporación de S2-, Ca2+,Mg2+, 
Fe3+Ca2+ de r2=0,99, 0,86, 0,96 y 0,98 respectivamente, en todos los casos con ajuste a una 
tendencia lineal positiva (figura 10a). Por lo que respecta al Zn2+, Si4+, Se2- y Cu2+ 
mostraron una r2 de 0,93, 0,98, 0,99 y 0,97 comparativamente con ajuste a una tendencia 
lineal positiva en todos los casos (figura 10b). 
 
 Los invertebrados acuáticos pueden acumular ciertos elementos lo cual dependerá de 
la biodisponibilidad vía su alimento (Wang and Fisher, 1999a) . Recientemente, estudios han 
demostrado que más del 50% de ciertos elementos en los organismos marinos se han 
obtenido exclusivamente a partir de la dieta (Wang and Fisher, 1998). Esto es especialmente 
cierto (>95%) para el selenio (Wang and Fisher 1998, 1999b). Recientemente más y más 
atención se ha dedicado al estudio de la acumulación de elementos por las microalgas y su 
posterior transferencia a copépodos marinos (Wang and Dei, 2001a; Wang et al.,2001). 
Estos estudios han indicado que el enriquecimiento de nutrientes puede provocar un 
aumento de la absorción de elementos por las microalgas y su posterior transferencia a 
copépodos (Wang et al.,2007).  
 Hamre et al.,2008 demostraron un aumento de la supervivencia de larvas de cod 
(bacalao) hasta un 32% durante el periodo de alimentación con rotíferos enriquecidos con 
yodo y selenio, además de que la concentración de micronutrientes en las larvas aumento en 
respuesta al enriquecimiento con selenio, pero no en respuesta al enriquecimiento con yodo. 
 Matsumoto et al.,2009 mencionan que un incremento de la concentración de zinc en 
el rotífero alimentado con Chlorella, obedeció al previo enriquecimiento de la microalga con 
este elemento en cortos periodos de tiempo. Comportamiento similar ocurrió en el presente 
estudio cuando se empleo la condición de cultivo del rotífero rAEPA con diferente 
concentración de nutrientes (4, 8, 16mM), ajustándose dicha conducta a una tendencia lineal 
positiva (r2=0,93). 
Capitulo 8: Evaluación poblacional, modificación bioquímica e incorporación de elementos por Artemia 
















Figura 8.-Incorporación de elementos por Brachionus plicatilis alimentado con Phaeodactylum 
tricornutum en cultivo semicontinuo y tasa de renovación del 30%.día-1 con AARPt4 y AIPt4: (a) S2-, 
Ca2+, Mg2+, Fe3+, Zn2+, (b) Zn2+, Si4+, Se2-, Cu2+. Media ± SD (n=5). Diferentes letras (comparación 
múltiple de Tukey), existe diferencia altamente significativa (p<0,05). 
 
El decremento del contenido orgánico del rotífero con respecto al peso seco, 
alimentado con Phaeodactylum tricornutum cultivada con las diferentes formulaciones, fue 















Figura 9.-Incorporación de elementos por Brachionus plicatilis alimentado con Phaeodactylum 
tricornutum. en cultivo semicontinuo y tasa de renovación del 30%.día-1 con AIPt4, AEPA4, 8 y 16mM: 
(a) S2-, Ca2+, Mg2+, Fe3+, (b) Zn2+, Si4+, Se2-, Cu2+. Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación 
múltiple de Tukey), existe diferencia altamente significativa (p<0,05). 
 
Existe poca información sobre la composición mineral de los rotíferos, Hoff and Snell, 
1999 mencionan al respecto que son varios los metales en el orden de los traza detectados, 
sin embargo no se ha evaluado el efecto de la dieta sobre estos, pero algunos resultados 
sugieren que alimentar rotíferos con Nannochloropsis sp incrementa ligeramente su 
contenido de sodio, potasio, zinc, cobre y manganeso (Watanabe et al., 1983). Ferreira, 
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microalga empleada será el grado de acumulación de diferentes minerales, además de que el 
contenido de estos tiende a incrementarse en la medida en que se aumenta la tasa de 
renovación en cultivos en semicontinuo. Normalmente poca atención se ha prestado a la 
nutrición mineral de organismos acuáticos, algunos autores no lo consideran un factor 
determinante del valor nutritivo de la dieta (Watanabe et al., 1983).  
 
Sin embargo Robin, 1989 consiguió incrementar el crecimiento de larvas de rodaballo 
enriqueciendo rotíferos con una mezcla de minerales. La forma y concentración en la que se 
suministra determinado complejo de elementos dada su importancia en procesos fisiológicos, 
metamórficos y de supervivencia es de crucial importancia en su bioacumulación a través de 
la cadena trófica. Ferreira, 2006 menciona en su disertación que es de relevante importancia 
tener en cuenta la biodisponibilidad de los elementos traza en el momento de formular los 
medios nutritivos ya que puede ser importante para mejorar la composición bioquímica de 
los organismos que forman parte de la cadena nutritiva en acuacultura, como resulto 















Figura 10.- Coeficientes de correlación en la incorporación de elementos por Brachionus plicatilis 
alimentado con  Phaeodactylum tricornutum en cultivo semicontinuo y tasa de renovación del 30%.día-1 
con el medio AEPA4, 8 y 16mM: (a) S2-, Ca2+, Mg2+, Fe3+, (b) Zn2+, Si4+, Se2-, Cu2+. Media ± SD (n=3). 
 
El contenido de ácidos grasos en Brachionus plicatilis mostró la misma tendencia que 
Phaeodactylum tricornutum (Frolov et al.,1991; Robin, 1995; Shin et al.,2008), cultivada con 
AIPt4=ALGAL, AARPt4, AEPA4, AEPA8 y AEPA16; donde los ácidos grasos (AG) más 
abundantes entre un 2,26 y 54,36% están representados por el 14:0, 16:0 y el 16:1(n-7), 
valores que demuestran un mayor rendimiento comparados con los reportados en rotíferos 
alimentados con la misma diatomea (capítulo 3) cultivada con el medio de cultivo ALGAL 
reconstituido parcialmente con diferentes metales y metaloides con 6 y 36% estimándose en 
conjunto en un 58,8-69,26% del total de los AG, contra los 64,23-78,61% del presente 
estudio. Otros AG monoinsaturados y poliinsaturados de cadena corta entre un 0,29 y 5,94% 
son el 16:3(n-3), 18:0, 18:1(n-9), 18:1(n-7), 18:2(n-6) y 20:0, resultados muy cercanos en 
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de 20 carbonos que representan un rango de 0,23-8,65% son el 20:4(n-6), 20:4(n-3), 
20:5(n-3), 22:5(n-3) y 22:6(n-3), valores que se encuentran dentro los conseguidos en el 
capítulo 3 con 0,5-10,5%. Destacar que el ácido graso 22:5(n-3) no aparecía como 
detectable en la biomasa microalgal cultivada con las diferentes formulaciones, sin embargo 
en el rotífero una vez alimentado pudo registrarse entre 0,63 y 1,57%. En tanto que el ácido 
graso docosahexaenoico 22:6(n-3) indico una presencia en el rotífero de 0,55 a 1,27%; 
donde el medio AEPA en concentración de nutrientes 4, 8 y 16mM indicó un índice de 
correlación r2=0,81 (con ajuste a una tendencia lineal positiva) (figura 11b) respecto a la 
concentración de DHA. Frolov et al.,1991 en su estudio sobre la composición bioquímica de 
Brachionus plicatilis menciona valores muy inferiores al presente estudio con 0,20%. 
 
Las diferentes formulaciones (AARPt4, AEPA4, AEPA8 y AEPA16) en el rotífero vía 
Phaeodactylum tricornutum, demostraron evolucionar a decrecer porcentualmente los AG 
saturados principalmente el 14:0 para beneficiar el incremento de AG monoinsaturados 
(18:1n-9, 18:1n-7) y poliinsaturados principales (20:4n-3, 20:5n-3, 22:5n-3 y 22:6n-3) en 
el rotífero (tabla 4). Siendo un hecho que en base a la concentración del ácido palmítico 
(16:0) y palmitoleico (16:1(n-7) fue posible la elongación y desaturación de la cadena de 
carbonos de los ácidos grasos vía dos sistemas enzimáticos como la acetyl-coA y ácido graso 
sintetasa (Huang et al.,2010) bondad característica de los rotíferos los cuales pueden 
sintetizar otros ácidos grasos de novo de cadena más larga, importantes y de concentración 
apreciable en el rotífero (Lubzens et al.,1985; Gurr et al.,2002; Shin et al.,2008), como lo 
fueron el 16:3(n-3), 18:0, 18:1(n-9), 18:1(n-7), 18:2(n-6), y 20:0 que originan series de 
otros AG insaturados de cadena aun más larga como el 20:5(n-3), 22:5(n-3) y 22:6(n-3) 
(tabla 4). Reitan et al.,1993 demostraron una mejoría significativa en el crecimiento, 
supervivencia y viabilidad de larvas de rodaballo a la metamorfosis, por la adición de 
determinadas microalgas ricas en ácidos grasos altamente poliinsaturados (PUFAs) a 
rotíferos. Sugiriendo que las microalgas contribuyen a la mejoría de los lípidos, 
especialmente el EPA y DHA, y el contenido en proteínas de los rotíferos (Øie et al.,1997) ya 
que los rotíferos por naturaleza son pobres en los requerimientos de PUFAs para estadios 
larvales tempranos (Bell et al.,2003). En el presente estudio destaca por su concentración el 
ácido graso eicosapentaenoico (Dunstan et al.,1994; Ying et al.,2000) como precursor de 
eicosanoides (Dyeberg, 1986) en larvas tempranas de organismos marinos, el cual estuvo 
presente en el rotífero de la siguiente forma: 4,01% (AIPt4=ALGAL), 5,43% (AARPt4), 
4,90% (AEPA4), 7,69% (AEPA8) y 8,65 (AEPA16), indicándonos la existencia de 
diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control 
(p<0,05), ver figura 11a y tablas 4. Los rotíferos alimentados con la condición AEPA con 
diferente concentración de nutrientes revelaron un coeficiente de correlación r2 de 0,93 (con 
ajuste a una tendencia lineal positiva) (figura 11b) respecto a la concentración de EPA.  
Los valores de EPA según su concentración en el rotífero de el presente estudio, se 
encuentran por debajo de lo reportado por Hur, 1991; Frolov et al.,1991 alimentando 
rotíferos con P. tricornutum los cuales mencionan obtener un 15,5-17,59% de EPA. Sin 
embargo Ying et al.,2000 menciona un rango de entre 6,5 y 19,5 % rango dentro de el cual 
caen nuestros resultados (tabla 4); mencionando tales autores que la existencia de diversas 
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cepas o líneas de la especie y diversidad de sitios de donde han sido aisladas, así como la 
constitución del medio de cultivo trae consigo una gran variabilidad de sus lípidos totales así 
mismo los AG totales. Ácidos grasos como el 22:5(n-3) y 22:6(n-3) aparecen en la 
cuantificación de AG importantes debido a los procesos enzimáticos antes descritos; y como 
reflejo de la calidad de los lípidos de la microalga. Frolov et al.,1991 mencionan que la 
aparición y concentraciones de los anteriores AG en el rotífero son debidas a los periodos de 
alimentación encontrando estos autores un comportamiento lineal. Los ácidos grasos pueden 
proveer de información sobre el tipo y calidad de dieta ingerida (Dalsgaard et al.,2003). 
Matsumoto et al.,2009 mencionan que la inclusión de determinadas cantidades de zinc así 
como de otros elementos traza influyen sobre la riqueza de ácidos grasos de la microalga 
Chlorella que influye a su vez sobre la calidad del rotífero el cual además funciona como un 
vehículo para que el zinc cubra los requerimientos funcionales de larvas de peces marinos así 
como supervivencia (Hamre et al.,2008) con elementos como el yodo y selenio los cuales 
incrementan la concentración de los ácidos grasos en el rotífero. Johnston et al.,2008 indican 
la importancia de la nutrición mineral de elementos como el calcio, cobalto, cobre, hierro, 
magnesio, manganeso, zinc, en todo el ciclo biológico de peces marinos, sobre la calidad de 














Figura 11. Contenido de EPA.rotífero-1 con diferentes medios de cultivo (a) y coeficientes de 
correlación EPA y DHA con AEPA4, 8 y 16mM(b) en Brachionus plicatilis alimentado con 
Phaeodactylum tricornutum en cultivo semicontinuo y una tasa de renovación del 30%.día-1. Media ± SD 
(n=3). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existe diferencia altamente significativa 
(p<0,05). 
 
El contenido de AGT (ng.rotífero-1) que correspondió, del contenido lipídico de 
Brachionus plicatilis alimentado con Phaeodactylum tricornutum cultivada con diferentes 
formulaciones fue el siguiente: rAIPt4=ALGAL(69,16%), rAARPt4(58,87%), 
rAEPA4(53,11%), rAEPA8(44,40%), rAEPA16(17,46%) tales contenidos casi se 
correspondieron en cantidad con los AGT en la diatomea (capítulo 7). Los presentes 
resultados fueron superiores a los reportados en el capitulo 3 de la presente disertación en 
rotíferos cultivados con las condiciones Mg2+(23,42%), Ca2+(32,19%), Si4+(27,70%), Se2-
(31,30%), S2-(26,96%), Zn2+(26,16%). Respecto a tales porcentajes autores como Teshima 
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Rainuzzo et al.,1997; Lubzens et al.,2001, mencionan que cerca del 34-43% de los lípidos en 
rotíferos son fosfolípidos y un 20-55% son triacilgliceroles, con pequeñas concentraciones de 
monoacilgliceroles, diacilgliceroles, esteroles, esteres esteroles, y ácidos grasos libres. Los 
fosfolípidos y triacilgliceroles muestran similares perfiles de ácidos grasos, pero estos son 
grandemente afectados por los lípidos proveídos en la alimentación del rotífero (Rainuzzo et 
al.,1997). Es en base a nuestros resultados que observamos cuan importante y variable 
resultaron las diferentes formulaciones de cultivo en la modificación del perfil bioquímico en 
la cadena trófica. 
 
Se hallaron importantes diferencias en la evolución porcentual y ng.rotífero-1 de los 
ácidos grasos saturados (AGS), monoinsaturados (AGM) y poliinsaturados (AGP), existiendo 
en todos los casos diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de 
cultivo experimentadas (p<0,05) ver tabla 4 y figura 12a. Manifestar que en el caso del 
cultivo rAEPA con diferente concentración de nutrientes (4, 8 y 16mM) la evolución de 
dichos ácidos grasos expresó coeficientes de correlación r2=0,98(AGP), 1,0(AGS), 
0,99(AGM), con ajuste a una tendencia lineal positiva en el 1er caso y 2do caso y negativa 
en el 3er caso (figura 12b). 
Se observó un decremento de los AGM de la condición rAARPt4 con respecto a la 
condición rAIPt4=ALGAL; lo que correspondió con un incremento de los AGP del primer 
caso sobre el segundo; mismo comportamiento ocurrió con la condición rAEPA con diferente 
concentración de nutrientes (4, 8 y 16mM), ver figuras 12a y tabla 4. Por lo tanto el 
contenido de AGP de las condiciones rAARPt4, rAEPA4, rAEPA8 y rAEPA16 expresaron 
valores superiores en rendimiento con respecto a la condición control rAIPt4=ALGAL (figura 
12a). Lin et al.,2007 mencionan que en las microalgas los AGS y los AGM así como los AGP 
subtotales aumentan de manera exponencial a principios de la fase estacionaria para 














Figura 12. (a) Contenido porcentual de Ácidos grasos en Brachionus plicatilis alimentado con 
Phaeodactylum tricornutum en cultivo semicontinuo y una tasa de renovación del 30%.día-1 con 
diferentes medios de cultivo. (b) Coeficientes de correlación ácidos grasos, condición de cultivo rAEPA4, 
8 y 16mM. Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existe diferencias 
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Los AGP se subdividen en tres familias, mediante las cuales se derivan los procesos 
de elongación y desaturación mediante las series ω-9, ω-6 y ω-3; de los cuales las series 
importantes son la ω-3 y ω-6, así mismo la proporción entre estas dos series es de relevante 
importancia en el valor energético en cada uno de los niveles tróficos, aspecto que se ha 
descuidado en la nutrición de organismos marinos (Estévez et al.,1999), por lo que una 
mayor proporción de los ω-3 en la cadena trófica es imprescindible en efectivos mecanismos 
formadores de membrana durante la metamorfosis de organismos marinos (Reitan et 
al.,1994; Estévez and Kanazawa, 1995).  
 
Es así que las proporciones de ácidos grasos ω-3:ω-6 por rotífero mostraron 
diferencias significativas (p=0,001) entre las condiciones de experimentación (rAARPt4, 
rAEPA4, rAEPA8 y rAEPA16) con respecto al control (rAIPt4=ALGAL) (p<0,05), excepto 
entre rAEPA8 y rAEPA16, ver tablas 4 y figura 13a. La proporción porcentual de los AG ω-
3:ω-6 en los rotíferos estudiados se encontró entre 1,68:1% y 2,75:1% (tabla 4). Indicar 
que tal proporción ω-3:ω-6 en los rotíferos fue entre 3 y 4 veces menor, comparada con la 
proporción encontrada en el alimento (capítulo 7) con 4,28, 9,04, 9,27, 11,10 y 6,18;1% 
respectivamente. Se consiguió un índice de correlación r2=0,85 (figura 13b) con ajuste a una 
tendencia lineal negativa con el medio rAEPA respecto a dicha proporción, cuando se 














Figura 13. (a) Contenido porcentual de Ácidos grasos w3:w6 por rotífero alimentado con 
Phaeodactylum tricornutum en cultivo semicontinuo y tasa de renovación del 30%.día-1 con diferentes 
medios de cultivo. (b) Coeficiente de correlación ácidos grasos w3:w6 cultivo rAEPA4, 8 y 16mM. 
Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existen diferencias altamente 
significativas (p<0,05). 
 
Un aspecto importante desde el punto de vista nutricional en niveles superiores de la 
trama trófica alimenticia; es la proporción que existe del total de los ácidos grasos, el ácido 
eicosapentaenoico (20:5n-3 EPA) y el ácido araquidónico (20:4n-6 ARA), tal proporción 
EPA:ARA es muy importante en la alimentación de las primeras etapas de desarrollo larval de 
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En los peces planos, la metamorfosis y el desarrollo de la pigmentación son 
controlados a nivel nervioso y neuroendocrinologico. En consecuencia, la producción anormal 
de eicosanoides en el cerebro como resultado de la alteración de los niveles de ARA y EPA 
trae consigo graves consecuencias para el desarrollo y la metamorfosis de las larvas de 
peces planos, incluyendo su anormal pigmentación; por lo que la proporción de EPA que 
promueve la formación de membranas a nivel celular sobre la proporción de ARA deberá ser 
siempre superior (Bessonart et al.,1999; Estévez et al.,1999). Se ha sugerido que una 
proporción óptima de DHA:EPA:ARA es 1,8:1,0:0,12 para larvas de rodaballo (Sargent et 
al.,1999). 
 
Brachionus plicatilis alimentado con la diatomea Phaeodactylum tricornutum la cual 
fue modificada bioquímicamente mediante las diferentes formulaciones de cultivo, mostró la 
posibilidad de alterar en el rotífero la proporción rEPA:ARA de la siguiente manera: 
11,46:1% (rAIPt4=ALGAL), 18,72:1% (rAARPt4), 21,30:1% (rAEPA4), 21,97:1% 
(rAEPA8) y 32,04:1% (rAEPA16) ver tablas 4 y figura 14a; indicándonos la existencia de 
diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de experimentación y 
con respecto a el control (p<0,05). Además fue posible observar que la condición rAEPA con 
diferente concentración de nutrientes (4, 8 y 16mM) se ajusto a una tendencia lineal positiva 
en el incremento de la proporción rEPA:ARA con una r2=0,80 (figura 14b) . Tales resultados 
superan los descritos en el capítulo 3 de la presente disertación en rotíferos con proporciones 
de 7,79:1% al 19,98:1%. Observar además que las presentes proporciones rEPA:ARA 
fueron ligeramente inferiores con respecto a las halladas en el alimento del rotífero (capítulo 
7) con valores entre 13,80:1% a 39,00:1%. Sin embargo son resultados que superan a los 
descritos por Frolov et al.,1991 encontrando una proporción de 3,09:1%. Sargent et 
al.,1999; Estévez et al.,2001; Bell et al.,2003 sugieren que una normal supervivencia, 
crecimiento, pigmentación y metamorfosis se logra cuando el alimento vivo posee una 
relación EPA:ARA de 4,1-4,2:1 y también con una proporción de EPA:ARA tan alta como 
20:1; sin embargo relaciones entre 1,5:1, 0,4:1 y 0,3:1 son insuficientes para el correcto 
desarrollo larval. Relaciones descritas en el presente capítulo cubren eficientemente tales 
necesidades mediante los rotíferos modificados bioquímicamente por la alimentación 
microalgal la cual fue cultivada con diferentes formulaciones, resultando por tanto que una 
adecuada nutrición mineral vía la cadena trófica resulta una excelente herramienta 
biotecnológica en la modificación del alimento vivo. Hamre at al.,2008 enriqueciendo 
rotíferos con una mezcla de yodo y selenio logro una proporción EPA:ARA de 7,2:1%, la cual 
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Figura 14. (a) Contenido porcentual de Ácidos grasos EPA:ARA por rotífero alimentado con 
Phaeodactylum tricornutum en cultivo semicontinuo y tasa de renovación del 30%.día-1 con diferentes 
medios de cultivo. (b) Coeficiente de correlación ácidos grasos rEPA:ARA con el medio de cultivo 
rAEPA4, 8 y 16mM. Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existen 
diferencias altamente significativas (p<0,05). 
 
Un gran numero de rotíferos alcanzando fácilmente varios miles de millones, pueden 
ser necesarios cada día para alimentar larvas de organismos en criaderos comerciales. 
(Lubzens et al.,1997;2001). La cantidad necesaria varía de 20,000 a 100,000 rotíferos por 
larva de pez, durante 20 a 30 días que dura la etapa temprana de desarrollo larval (Kafuku 
and Ikenoue, 1983; Lubzens et al.,2001). Es por ello que la calidad nutricional y mineral de 
los rotíferos debe ser garantizada y controlada por el uso bien establecido de sistemas y 




El progreso de la tasa de alimentación de Artemia franciscana con Phaeodactylum 
tricornutum en cultivo semicontinuo con diferentes formulaciones (aAIPt4=ALGAL, 
aAARPt4, aAEPA4, aAEPA8 y aAEPA16), desde metanauplio (1 Día Después de la 
Eclosión DDE) a preadulto (8 DDE), finalizando con el proceso de apareamiento (10 DDE) 
mostró un incremento en la ración alimenticia de 0,3x106cel.mL-1 a 5,70x106cel.mL-1 por 
organismo (figura 15) lo cual dependió de la transparencia del medio de cultivo, de esta 
manera todo el alimento adicionado diariamente fue ingerido por Artemia (Abreu-Grobois et 
al.,1991;Sorgeloos et al.,1994). Se observó entre el día 2 y 3 de cultivo una lenta filtración 
de la ración alimenticia, corroborada en el conteo celular y transparencia en el medio de 
cultivo. Tal comportamiento pudo ser debido a manipulación, causante de estrés del 
organismo, un factor más la ración alimenticia, la cual pudo haber sido excedida en esos 
primeros días de cultivo; al respecto D’Agostino, 1980; Patiño, 1995 recomiendan una ración 
alimenticia inicial de 25μg de microalgas (peso seco x metanauplio de Artemia), aunque en el 
presente estudio solo se administro en el inicio 4,69μg (aAIPt4=ALGAL), 9,98μg 
(aAARPt4), 8,93μg (aAEPA4), 9,56μg (aAEPA8) y 11,52μg (aAEPA16) de microalgas por 
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diferentes formulaciones (tablas 5), considerando lo descrito por Nimura 1963 el cual 
menciona que elevadas tasas de ingestión pueden retrazar el crecimiento de Artemia. 
Ulterior a este periodo (figura 15) la tasa de filtración de Artemia franciscana se incremento 














Tocante a la supervivencia de Artemia al T10 alimentada con la diatomea 
Phaeodactylum tricornutum enriquecida mediante las diferentes formulaciones, mostró 
diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de experimentación y 
con respecto a el control (p<0,05) ver figura 16a y tabla 5; encontrándose valores de 64% 
(aAIPt4=ALGAL), 80% (aAARPt4), 85% (aAEPA4), 88% (aAEPA8) y 91% (aAEPA16). 
Observándose una alta correlación r2=0,99 cuando Artemia fue alimentada con la condición 
aAEPA con diferente concentración de nutrientes (4, 8 y 16 mM) ver figura 16b. Indicar que 
tales valores de supervivencia fueron ligeramente inferiores comparándolos con Artemia 
cultivada con Phaeodactylum tricormutum cultivada con el medio de cultivo “ALGAL” 
reconstituido parcialmente con hierro, azufre, zinc y cobre (capítulo 3) con resultados entre 
un 73 y 93%; en tanto que con magnesio, calcio, silicio y selenio mostraron ser ligeramente 
inferiores en torno a 66 y 83% con respecto al presente estudio. Lora-Vilchis et al.,2004 con 
la diatomea Chaetoceros gracilis obtiene una supervivencia del 86%. En tanto que Seixas et 
al.,2009; Ronsón-Paulín et al.,2009 con diferentes microalgas obtienen porcentajes en torno 
al 18 y 88%. Por otra parte Dhont and Van Stappen, 2003 indican en diversos sistemas de 
cultivo en los mismos tiempos que el presente estudio, supervivencias en torno al 45 y 82%. 
Por otra parte Anh et al.,2009 en cultivos extensivos con alimentación en base al método de 
aguas verdes al día 11 de cultivo mostró supervivencias entre 52 y 54%.La variabilidad en la 
supervivencia de Artemia franciscana dependió como se puede observar del enriquecimiento 
y calidad de la microalga con que fue alimentada, la cual además influyo en el tiempo en el 
cual Artemia llego a su etapa adulta (8 DDE) y con ella al apareamiento (10 DDE) del 100% 
de los adultos, donde las hembras ya poseían desarrollado el ovisaco. Anh et al.,2009 en 
cultivos extensivos con alimentación en base al método de aguas verdes demostró al día 14 
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Figura 15.- Evolución del consumo (106cel.mL-1) 
de Phaeodactylum tricornutum (cultivada con 
diferentes formulaciones) por metanauplios, 
preadultos y adultos de Artemia franciscana 
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Figura 16.- Supervivencia de Artemia franciscana alimentada con Phaeodactylum tricornutum (cultivada 
y enriquecida con diferentes medios de cultivo) (a) y coeficiente de correlación supervivencia con las 
condiciones aAEPA 4, 8 y 16mM. Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), 
existe diferencia significativa (p<0,05) 
 
Los adultos de Artemia franciscana al T10 de experimentación alcanzaron la siguiente 
longitud total (LT) por organismo: 6,17mm (aAIPt4=ALGAL), 7,33mm (aAARPt4), 
8.70mm (aAEPA4), 9.53mm (aAEPA8) y 9.81mm (aAEPA16), indicando los resultados la 
existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de 
experimentación y con respecto a el control (p<0,05) ver figura 17a. Destacar que se logro 
obtener un índice de correlación r2=0,92 con una tendencia lineal positiva en la LT cuando 
Artemia es alimentada con la condición de cultivo aAEPA con diferente concentración de 
nutrientes (4, 8 y 16mM), ver figura 17b. Mencionar además que los presentes resultados 
superan en rendimiento a los obtenidos en el capítulo 3; los cuales estuvieron en torno a 
6,04 y 9,33 mm-1 por adulto de Artemia . Lora-Vilchis et al.,2004 alimentando Artemia por 7 
días con la diatomea Chaetoceros gracilis obtuvo tallas de solo 6,0 mm-1. En tanto que 
Seixas et al.,2009 alimentando con Rhodomonas lens, Tetraselmis suecica, Isochrysis 
galbana y Nannocloropsis gaditana al T8 obtuvo una LT en torno a 1,5 y 4,9 mm. Por otra 
parte Anh et al.,2009 en cultivos extensivos con alimentación en base al método de aguas 
verdes demostró valores por abajo de los nuestros al día 14 de cultivo, demostrando una LT 
en el rango de 8,8 y 9,4mm, en tanto que Ronsón-Paulín et al.,2009 al día 14 de cultivo con 
Tetraselmis suecica, Nannocloropsis sp y mezcla de estas con y sin probióticos obtiene tallas 
entre 5,2 y 7,65 mm por individuo. Sin embargo Dhont and Van Stappen, 2003 citan que 
después de 2 semanas de cultivo con diferentes dietas vivas o inertes es posible que los 
preadultos o adultos de Artemia en promedio posean una longitud de 5 mm; nuestros 
resultados superan dichos valores al T10. Fábregas et al.,1996, 1998; Evjemo and Olsen, 
1999, señalan que diferentes concentraciones de alimento influyen sobre el crecimiento y la 
reproducción de Artemia franciscana; en el presente estudio para todas las condiciones de 
cultivo probadas, las tasas de alimentación fueron las mismas, alterándose solo la calidad de 
la dieta vía el enriquecimiento con las diferentes formulaciones de cultivo, lo que nos 
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Figura 17.- Longitud total (LT) de Artemia franciscana alimentada con Phaeodactylum tricornutum 
(cultivada y enriquecida con diferentes medios de cultivo) (a) y coeficiente de correlación LT con las 
condiciones aAEPA 4, 8 y 16mM. Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), 
existe diferencia significativa (p<0,05) 
 
En lo que se refiere a la tasa de conversión alimenticia (TCA) y porcentaje de 
eficiencia de crecimiento (%EC), por Artemia al tiempo T10, alimentada con la diatomea 
Phaeodactylum tricornutum enriquecida con las diferentes formulaciones, fue muy variable, 
mostrando los siguientes valores : aAIPt4=ALGAL(2,14-46,68%), aAARPt4(3,37-
29,68%), aAEPA4(2,00-49,90%), aAEPA8(2,26-44,19%) y aAEPA16(3,94-25,39%) 
indicándonos en ambos casos la existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) 
entre las condiciones y con respecto al control (p<0,05) ver figura 18a. Subrayar que 
Artemia alimentada con Phaedactylum tricornutum cultivada con la formulación aAEPA con 
diferente concentración de nutrientes (4, 8 y 16mM) mostró un coeficiente de correlación 
r2=0,85 en la TCA, con ajuste a una tendencia lineal positiva, en tanto que con respecto al 
%EC se obtuvo una r2=0,91 con ajuste a una tendencia lineal negativa (figura 18b). Indicar 
que resultados de TCA de Artemia obtenidos en el capítulo 3 de la presente disertación, 
mostraron valores en torno a 2,28 y 4,48, los cuales se encuentran por encima de los 
registrados en el presente estudio, lo que nos indica que la TCA es menos eficiente con 
respecto a la descrita en el presente estudio, sin embargo con la dieta modificada con zinc se 
obtuvo un valor de 1,84 que fue mucho más eficiente con respecto a las condiciones 
aAIPt4=ALGAL(2,14), aAEPA4(2,00) y aAEPA8(2,26) (figura 18a); por lo que respecta a 
el %EC en Artemia encontrada en el capítulo 3 en las condiciones magnesio, silicio, selenio, 
hierro y cobre en el rango de 22,31 y 36,31% demostraron ser valores inferiores en 
rendimiento a los encontrados en el presente estudio, aunque en condiciones como el calcio 
(40,35), cobre (43,70) y zinc (54,20) se demostró un rendimiento muy similar en Artemias 
de las condiciones aAIPt4=ALGAL(46,68%), aAEPA4(49,90%) y aAEPA8(44,19%). Los 
valores de TCA nos indican cuan eficiente es Artemia vía la microalga enriquecida con las 
diferentes formulaciones de cultivo para ganar peso o crecer; Lora-Vilchis et al.,2004 
alimentando con la diatomea Chaetoceros gracilis obtiene TCA de 2,23 valores comparables 
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alimentando con Rhodomonas lens y Tetraselmis suecica obtiene mayores TCA entre 6,5 y 
6,2 respectivamente. El comportamiento de las anteriores variables nos da una idea de cuan 
importante es la formulación de un medio de cultivo microalgal el cual desemboca en la 
calidad del alimento vía la cadena trófica y su desempeño nutricional sobre variables 














Figura 18.- Tasa de conversión alimenticia (TCA) y porcentaje de eficiencia de crecimiento (%EC) de 
Artemia franciscana alimentada con Phaeodactylum tricornutum (cultivada y enriquecida con diferentes 
medios de cultivo) (a) y coeficiente de correlación TCA y %EC con la condición aAEPA 4, 8 y 16mM. 
Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existe diferencia significativa 
(p<0,05) 
 
La calidad de Phaeodactylum tricornutum debida al cultivo e enriquecimiento con 
diferentes formulaciones, demostró diferentes velocidades de crecimiento (VC) en Artemia 
de: 0,56 mm.día-1(aAIPt4=ALGAL), 0,67 mm.día-1 (aAARPt4), 0,79 mm.día-1 (aAEPA4), 
0,87 mm.día-1 (aAEPA8), 0,89 mm.día-1 (aAEPA16), demostrándonos la existencia de 
diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control 
(p<0,05) excepto entre aAEPA8 y aAEPA16, siendo estas ultimas, las mejores velocidades 
de crecimiento. Tales VC mostraron un mejor rendimiento con respecto a las encontradas en 
el capítulo 3. Lora-Vilchis et al.,2004 en su estudio sobre la tasa de crecimiento en Artemia 
con diferentes dietas obtiene con la diatomea Chaetoceros gracilis velocidades de 
crecimiento inferiores a nuestros resultados en el rango de 0,44 y 0,56 mm.día-1.  Sick 1976 
indica que altas VC en Artemia alimentada con Dunaliella viridis son debidas a la ausencia de 
pared celular, al alto contenido de proteína celular y contenido energético, sin embargo 
Phaeodactylum tricornutum posee una pared celular rígida lo que nos muestra que esta y las 
anteriores características no son las únicas razones por las cuales el alto valor alimenticio de 
una microalga, debiéndose agregar que en el presente estudio el enriquecimiento mineral de 
la dieta es un factor más el cual influye en el valor alimenticio de la dieta y por ende en el 
siguiente nivel trófico. 
 
El peso seco (PS) ganado por los adultos de Artemia franciscana en base a las 
diferentes condiciones de cultivo en Phaeodactylum tricornutum fue muy variable 
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234,22 μg.artemia-1 (aAARPt4), 352,46 μg.artemia-1 (aAEPA4), 334,78 μg.artemia-1 
(aAEPA8) y 231,38 μg.artemia-1 (aAEPA16) (tabla 5); indicándonos en todos los casos la 
existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y con 
respecto al control (p<0,05) ver figura 19a. Artemia cultivada con la condición aAEPA con 
diferente concentración de nutrientes (4, 8 y 16mM) reveló un coeficiente de correlación 
r2=0,86 con ajuste a una tendencia lineal negativa en la generación de PS (figura 19b). 
Indicar que resultados de PS de las condiciones aAEPA4 y aAEPA8 fueron superiores a los 
obtenidos en organismos alimentados con Phaeodactylum tricornutum cultivada con 
diferentes elementos (capítulo 3 en torno a 139,19 y 261.41 μg.artemia-1), excepto con el 
zinc (348,16 μg.artemia-1) que mostró ser muy similar en rendimiento a la condición 
aAEPA4. Los valores de peso seco del presente estudio se correspondieron con la evolución 
de el peso orgánico (proteínas+lípidos+carbohidratos μg.artemia-1, tabla 5) en el rango de 
220,55-332,51 y por ende con el contenido de materia orgánica por adulto de Artemia (tabla 
5). Lora-Vilchis et al.,2004 alimentando Artemia con la diatomea Chaetoceros gracilis obtuvo 
al día 7 un peso orgánico de 252,9μg.artemia-1, Seixas et al.,2009 alimentando con 
Nannocloropsis gaditana, Isochrysis galbana, Tetraselmis suecica y Rhodomonas lens al T8 
obtuvo pesos entre 25,7 y 111,2 μg.artemia-1. Por otra parte Anh et al.,2009 en cultivos 
extensivos con alimentación en base al método de aguas verdes al día 5 de cultivo obtiene 
pesos entre 310 y 320μg.artemia-1. Ronsón-Paulín et al.,2009 al día 14 de cultivo con 
Tetraselmis suecica, Nannocloropsis sp y mezcla de estas con y sin probióticos obtiene pesos 
entre 140 y 470μg.artemia-1. Resultados que nos indican que la variabilidad en la calidad 
nutritiva de la microalga influye en la nutrición y crecimiento del organismo; calidad 
nutricional que en nuestro estudio fue posible modificar vía el enriquecimiento mineral de la 
microalga con las formulaciones de cultivo, lo cual impacto en el desempeño nutricional de 















Figura 19.- (a) Contenido Artemia: peso seco, materia orgánica y cenizas (μg.artemia-1) alimentada 
con Phaeodactylum tricornutum en cultivo semicontinuo con respecto a los diferentes medios de cultivo. 
(b) Correlación concentración nutrientes medio de cultivo aAEPA. Media ± SD (n=3). Diferentes letras 
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La incorporación de Mg2+, Ca2+, Si4+, Se2-, Fe3+, S2-, Zn2+ y Cu2+ por los adultos de 
Artemia franciscana vía Phaeodactylum tricornutum cultivada con diferentes formulaciones, 
se puede observar en la figuras 20 a-b, 21 a-b y tablas 6-7; como se puede observar tales 
resultados fueron muy variables, lo que nos indicó la existencia de diferencias altamente 
significativas (p=0,001) entre las condiciones (p<0,05). Tales diferencias concuerdan con la 
variabilidad de cenizas reportadas en todas las condiciones de cultivo del microcrustáceo, 
que además son evidentes en el comportamiento del peso seco y orgánico de Artemia vía el 
alimento. Reinfelder et al.,1998, sugieren que la bioacumulación de un elemento se basa en 
modelos conceptuales sencillos en donde la concentración del elemento en el organismo esta 
controlada por el equilibrio entre el consumo, eliminación y crecimiento, tal y como ocurre en 
bivalvos, copépodos, rotíferos y Artemia (Wang and Fisher, 1998) y como vía de 
bioacumulación las microalgas (Lee and Luoma, 1998).  
 
La eficiencia de asimilación en los hidrobiontes es directamente proporcional al 
contenido citoplasmático del elemento en las células microalgales que sirven de alimento en 
copépodos y larvas de bivalvos (Reinfelder and Fisher, 1991;1994; Hutchins et al.,1995). La 
eficacia de Artemia como un transportador de bioproductos de importancia dietética en 
niveles superiores de la cadena trófica es posible, por ejemplo productos liposolubles 
administrados a través de una emulsión, compuestos solubles en agua a través de liposomas 
(Hontoria et al.,1994; Tonheim et al.,2000; Monroig et al., 2003, 2006; Nordgreen et 
al.,2007) portador de microcápsulas (Sakamoto et al.,1982; Medina-Reyna et al.,2002a, b, 
c; Medina-Reyna et al.,2005); y como demuestra el presente estudio el transporte y 
bioacumulación indirecta o directa de los anteriores elementos minerales (así como el 
manganeso) importantes en marcados procesos fisiológicos, de salud, antistress y 
limitatorios de deformaciones esqueléticas en estadios tempranos y postlarvales de 
diferentes especies marinas (Lall and Lewis-McCrea, 2007; Nguyen et al.,2008, Rider et 
al.,2009).  
 
El enriquecimiento mineral vía la cadena trófica incluso modifica la composición de 
ácidos grasos y supervivencia de larvas de pargo; lo que sería una importante herramienta 
biotecnológica a fin de mejorar la calidad de la cría larvaria de peces marinos en laboratorio. 
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Figura 20. Incorporación de elementos por Artemia franciscana alimentada con Phaeodactylum 
tricornutum. en cultivo semicontinuo y una tasa de renovación del 30%.día-1 con aAARPt4 y aAIPt4: 
(a) S2-, Ca2+, Mg2+, Zn2+, (b) Fe3+, Si4+, Se2-, Cu2+. Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación 















Figura 21.-Incorporación de elementos en Artemia franciscana alimentada con Phaeodactylum 
tricornutum. en cultivo semicontinuo y una tasa de renovación del 30%.día-1 con aAIPt4, aAEPA4, 8 y 
16mM: (a) S2-, Ca2+, Mg2+, Zn2+, Fe3+ (b) Si4+, Se2-, Cu2+. Media ± SD (n=3). Diferentes letras 
(comparación múltiple de Tukey), existe diferencia altamente significativa (p<0,05). 
 
Demostrar que el caso del medio de cultivo aAEPA con diferente concentración de 
nutrientes (4, 8, 16mM) se obtuvieron coeficientes de correlación en la incorporación de 
Ca2+, Fe3+ y Zn2+ de r2=0,99, 0,99 y 0,97 respectivamente en todos los casos con ajuste a 
una tendencia lineal positiva, en tanto que para S2- y Mg2+ una r2=1 en ambos casos, con un 
ajuste a una tendencia polinomial negativa (figura 22a). Por lo que respecta al Si4+, Se2- y 
Cu2+ mostraron una r2 de 0,99, 0,83 y 0,99 con ajuste a una tendencia lineal positiva (figura 
22b).  
 Ciertos minerales como el calcio, fósforo, boro, zinc, cobre, silicio, vanadio, selenio, 
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metabólicas y fisiológicas de los organismos vivos. Las principales funciones de los elementos 
esenciales en el cuerpo del animal incluyen la formación de estructuras esqueléticas, 
mineralización, mantenimiento de sistemas coloidales, regulación del equilibrio ácido-base, 
así como el ser componentes importantes de las hormonas, enzimas y proteínas 
estructurales (Simkiss, 1979; Williams, 1981; Lall, 2002; Lall and Lewis-McCrea, 2007). 
Villanueva and Bustamente, 2006 mencionan que en la crianza de paralarvas de pulpo con 
Artemia, la presa poseía un contenido de cobre , zinc, magnesio y azufre relativamente bajo, 
el cual es casi la mitad del perfil encontrado en paralarvas silvestres, lo que sugiere un 
efecto de la dieta y/o indicación de el pobre estadio fisiológico de las paralarvas alimentadas 
con Artemia, indicando que requieren un alimento rico en tales elementos, es con base en lo 
anterior que el presente estudio representa una ideal herramienta para revertir deficiencias 
















Figura 22.- Coeficientes de correlación en la incorporación de elementos por Artemia franciscana 
alimentada con Phaeodactylum tricornutum en cultivo semicontinuo y una tasa de renovación del 
30%.día-1 con el medio aAEPA4, 8 y 16mM: (a) S2-, Ca2+, Mg2+, Zn2+, Fe3+ (b)Si4+, Se2-, Cu2+. Media ± 
SD (n=3). 
 
Las diferentes formulaciones de cultivo en Phaeodactylum tricornutum produjeron 
diferentes efectos como alimento en la composición bioquímica de Artemia franciscana de la 
siguiente manera: la biomasa celular con los medios AIPt4=ALGAL, AARPt4 mostró la 
siguiente disposición bioquímica Lípidos>Proteínas>Carbohidratos(pg.cel-1), en tanto 
que en Artemia una vez consumida las microalgas la disposición fue 
Proteínas>Lípidos>Carbohidratos(μg.artemia-1) en ambos casos (figura 23 a-b); en el 
caso de la biomasa celular con AEPA4, AEPA8 y AEPA16 reveló el siguiente orden en la 
composición proximal Proteínas>Lípidos>Carbohidratos (pg.cel-1), y una vez consumida 
la microalga por Artemia Proteínas>Lípidos>Carbohidratos (μg.artemia-1) en la totalidad 
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Figura 23. (a) Composición bioquímica de Artemia franciscana (μg.artemia-1) alimentada con 















Figura 24. (b) Composición bioquímica de Artemia franciscana (μg.artemia-1) alimentada con 
Phaeodactylum tricornutum (pg.cel-1) (a) cultivada con AEPA 4, 8 y 16mM. 
 
En orden de importancia energética el contenido de proteína en Artemia franciscana 
fue el mayor combustible bioquímico (figura 24 b), una vez alimentada con la microalga, 
cultivada con diferentes formulaciones, mostrando los siguientes valores: 110,92μg.artemia-1 
(aAIPt4=ALGAL), 123,13μg.artemia-1 (aAARPt4), 240,12μg.artemia-1 (aAEPA4), 
224,48μg.artemia-1 (aAEPA8) y 127,90μg.artemia-1 (aAEPA16) comparativamente; 
existiendo diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y con 
respecto al control (p<0,05) ver tabla 5 y figura 25a. Por otra parte la condición aAEPA 4, 8 
y 16 reveló un coeficiente de correlación proteico con respecto a la concentración de 
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Indicar que las condiciones aAEPA4 y aAEPA8 mostraron un mejor rendimiento 
proteico, comparado con resultados obtenidos en el capítulo 3 de la presente disertación en 
donde organismos alimentados con las condiciones magnesio, silicio, selenio, hierro, cobre, 
azufre y calcio expresaron solo un rendimiento entre 101,09 y 141,21 μg.artemia-1, en tanto 
que la condición zinc con 232,02μg.artemia-1 resulto con un rendimiento muy cercano a las 
condiciones ya mencionadas en el presente estudio.  
 
En tanto que el segundo combustible lo constituyó el contenido de lípidos (figura 24 
b) con los siguientes valores: 31,16μg.artemia-1 (aAIPt4=ALGAL), 66,40μg.artemia-1 
(aAARPt4), 60,31μg.artemia-1 (aAEPA4), 65,04μg.artemia-1 (aAEPA8) y 63,47μg.artemia-1 
(aAEPA16) (tabla 5), indicando diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las 
condiciones y con respecto al control (p<0,05) excepto entre las condiciones aAARPt4 y 
aAEPA8 ver tabla 5 y figura 25a. La condición aAEPA 4, 8 y 16 reveló un coeficiente de 
correlación lipídico con respecto a la concentración de nutrientes r2=1 con ajuste a una 
tendencia lineal positiva (figura 25b). Decir que las condiciones aAARPt4, aAEPA4, 
aAEPA8 y aAEPA16 revelaron un mejor rendimiento lipídico, comparado con resultados 
obtenidos en el capítulo 3 de la presente disertación en donde organismos alimentados con 
las condiciones magnesio, selenio, silicio, hierro y cobre indicaron solo un rendimiento entre 
30,08 y 55,34μg.artemia-1, en tanto que condiciones como zinc, azufre y calcio con valores 
de 65,11, 66,98 y 68,76μg.artemia-1 resultaron poseer rendimiento muy cercano a las 
condiciones ya mencionadas en el presente capítulo.  
 
Por lo que concierne a los carbohidratos (CHOs) (figura 24 b) valores de 20,96, 
31,02, 40,18, 26,61 y 26,71μg.artemia-1 estuvieron presentes en aAIPt4, aAARPt4, 
aAEPA4, aAEPA8 y aAEPA16 comparativamente (tabla 5); indicando la existencia de 
diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control 
(p<0,05) excepto entre aAEPA8 y aAEPA16 ver tabla 5 y figura 25a. Mencionar que el 
tratamiento aAEPA 4, 8 y 16 reveló un coeficiente de correlación (CHOs) con respecto a la 
concentración de nutrientes r2=0,74 con ajuste a una tendencia lineal negativa (figura 25b). 
Señalar que las condiciones aAARPt4, aAEPA8 y aAEPA16 revelaron rendimiento de 
carbohidratos muy similares a las obtenidos en el capítulo 3 de la presente disertación en 
organismos alimentados con las condiciones magnesio, selenio, silicio, hierro, calcio, hierro y 
cobre en torno a 23,78 y 34,31μg.artemia-1, en tanto que con el tratamiento azufre con valor 
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Figura 25. (a) Contenido Artemia franciscana (μg.artemia-1) de proteínas, carbohidratos y lípidos, 
alimentada con Phaeodactylum tricornutum cultivada con diferentes medios de cultivo. (b) Coeficientes 
de correlación aAEPA4,8,16. Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), 
existe diferencia altamente significativa (p<0,05). 
 
Cuando se consideró el contenido de proteína, como porcentaje de la fracción 
orgánica, se observaron los siguientes valores: 68,03% (aAIPt4=ALGAL), 55,83% 
(aAARPt4), 70,49% (aAEPA4), 71,01% (aAEPA8) y 58,65% (aAEPA16) ver figura 26 y 
tabla 5. Dichos porcentajes de proteína en Artemia franciscana fueron muy similares a los 
descritos en el capítulo 3, donde se obtuvieron valores en torno al 54,12 y 70,70%. Seixas et 
al.,2009 en juveniles de 5 días alimentados con Tetraselmis suecica y Rhodomonas lens 
obtuvieron entre un 63 y 68% respectivamente, en tanto que Anh et al.,2009 en cultivos 
extensivos con alimentación en base al método de aguas verdes describe entre un 55 y 56%. 
Los valores del presente estudio superan a los descritos por Dhont and Van Stappen, 2003 
para adultos de Artemia con un 39-67%. Los adultos de Artemia poseen una mayor cantidad 
de proteína que los nauplios, esto es debido a la dieta; así como un mayor contenido de los 
10 principales aminoácidos esenciales, y que son considerados como necesarios por las 
larvas de peces. 
 
En comparación con los lípidos, muy poca investigación se ha realizado sobre el papel 
y necesidades de proteínas en la nutrición larval, a pesar del hecho de que el catabolismo de 
los aminoácidos es la mayor fuente de energía en larvas de peces (Dabrowski 1983) y que 
los aminoácidos son esenciales para la síntesis de proteínas y enzimas (Conceiςão 1997). Por 
otra parte, las larvas parecen tener mayores necesidades de aminoácidos que los peces 
juveniles o adultos (Dabrowski 1986; Fiogbé and Kestemont 1995). Aunque se cree que 
Artemia contiene niveles adecuados de la mayoría de los aminoácidos, la fracción de 
aminoácidos libres es baja en comparación con los niveles de copépodos silvestres (Tonheim 
et al.,2000), especialmente en metionina. Conceiςão et al.,1997 observaron el retrazo en el 
crecimiento en larvas de rodaballo alimentados con Artemia y se sospecha es relacionado 
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En lo que se refiere a la fracción orgánica de los lípidos (ver figura 26 y tabla 5) estos 
revelaron los siguientes porcentajes: 19,11% (aAIPt4=ALGAL), 30,10% (aAARPt4), 
17,70% (aAEPA4), 20,57% (aAEPA8) y 29,10% (aAEPA16). Donde las condiciones de 
cultivo aAARPt4, y aAEPA16 indicaron un mejor rendimiento lipídico con respecto a los 
resultados obtenidos en el capítulo 3 de la presente disertación, en Artemia alimentada con 
las condiciones azufre(28,41%), silicio(25,68%) y calcio (28,17%), en tanto que la condición 
aAEPA8 se encontró por encima de los tratamientos zinc (19,84%), cobre(18,13%) y hierro 
(18,74%).  
 
Zhukova et al.,1998 indican que los porcentajes de asimilación de lípidos en Artemia 
responden a la variedad y calidad bioquímica encontrada en la especie microalgal con que 
fue alimentada; en nuestro estudio tal calidad del alimento dependió de su cultivo con las 
diferentes formulaciones. Phaeodactylum tricornutum es rica en lípidos polares los cuales en 
Artemia después de una semana de alimentación pueden representar hasta un 52% del total 
de la composición lipídica. Seixas et al.,2009 alimentando juveniles por 5 días con 
Rhodomonas lens y Tetraselmis suecica demuestra un contenido lipídico entre el 12 y 15%, 
Anh et al.,2009 en cultivos extensivos con alimentación en base al método de aguas verdes 
obtiene porcentajes en torno al 14%, en tanto que Dhont and Van Stappen, 2003 citan que 
varios autores han descrito porcentajes lipídicos en adultos en torno al 4 y 31% y en 
carbohidratos obtienen entre un 4 y 20%, valores dentro de los cuales caen los resultados 
para esa fracción en el presente estudio con un comportamiento entre el 8,42 y 14,06% 















En lo que concierne al valor calórico (VC) por Artemia en base a la calidad nutricional 
de Phaeodactylum tricornutum vía las diferentes formulaciones de cultivo, se obtuvieron los 
siguientes resultados: 4,25x10-6J.artemia-1 (aAIPt4=ALGAL), 6,11x10-6J.artemia-1 
(aAARPt4), 8,63x10-6J.artemia-1 (aAEPA4), 8,41x10-6J.artemia-1 (aAEPA8) y 6,03x10-
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Figura 26.- Fracción orgánica de proteínas, 
lípidos y carbohidratos en Artemia 
franciscana alimentada con Phaeodactylum 
tricornutum en cultivo semicontinuo con 
diferentes medios de cultivo.  
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(p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control (p<0,05) (tabla 5). Observar que 
los tratamientos aAEPA4 y aAEPA8 mostraron un VC superior al obtenido en el capítulo 3, 
en Artemia alimentada con las condiciones silicio (5,80x10-6J.artemia-1), selenio (4,40x10-
6J.artemia-1), magnesio (4,45x10-6J.artemia-1), cobre (4,26x10-6J.artemia-1) y hierro 
(4,43x10-6J.artemia-1), en tanto que con zinc (8,67x10-6J.artemia-1) fue muy similar. Por lo 
que respecta a los tratamientos con azufre (6,41x10-6J.artemia-1), y calcio (6,70x10-
6J.artemia-1) demostraron ser ligeramente superiores a los valores obtenidos con aAARPt4 y 
aAEPA16. Los valores aquí descritos de VC superan los referidos por Seixas et al.,2009 en 
su estudio de alimentación con Tetraselmis suecica y Rhodomonas lens al T5 con 1,16 y 1,35 
x10-6J.artemia-1. Demostrando nuestros resultados que la calidad del alimento de Artemia vía 
el enriquecimiento mineral en la microalga, dadas las diversas formulaciones demuestra 
disímiles grados de calidad de Artemia en cultivo. 
 
El contenido de ácidos grasos en Artemia franciscana fue modulado por la calidad de 
Phaeodactylum tricornutum (Frolov et al.,1991; Robin, 1995; Zhukova et al.,1998) cultivada 
y enriquecida con diferentes formulaciones (capitulo 7); donde los ácidos grasos (AG) más 
abundantes entre un 6,99 y 58,26% están representados por el 14:0, 16:0 y el 16:1(n-7), 
estimándose en conjunto en un 56,71-72,65% del total. Resultados que son ligeramente 
inferiores a los descritos en el capítulo 3 (57,84-76,07%) de la presente disertación. Dichos 
valores superan los establecidos por Dhont and Van Stappen, 2003, con un 40-60% 
obtenidos con diversos tipos y calidad de la dieta. Seixas et al.,2009 mencionan que 
alimentando con diferentes microalgas el acido graso saturado mas abundante es el 16:0. 
Léger et al.,1986 menciona que son varias las publicaciones que incluyen 15 o más 
diferentes ácidos grasos, pero únicamente seis (16:0, 16:1n-7, 18:1n-9, 18:2n-6, 18:3n-3 y 
20:5n-3) de ellos representan alrededor del 80% del total de AG en una muestra de Artemia. 
En el presente estudio derivado de las diferentes formulaciones de cultivo hallamos entre 
70,76 y 81,12% (tabla 8). Otros AG monoinsaturados y poliinsaturados en conjunto de 
cadena corta entre un 19,42 y 33,0% son el 16:2(n-6), 16:2(n-4), 16:3(n-3), 18:0, 18:1(n-
9), 18:1(n-7), 18:2(n-6) (Léger et al.,1986; Zhukova et al.,1998) resultados muy similares 
fueron descritos en el capítulo 3 (20,11 y 34,67%). Estevez et al.,1997; Han et al.,2000 
mencionan que algunos autores también han detectado niveles significativos del AG 18:1n-7, 
el cual en el presente estudio estuvo presente entre el 3,64 y 6,19% (tabla8), valores que 
son debidos probablemente reflejo de una mayor resolución cromatográfica. El ácido oleico 
(18:1n-9) es otro de los AG más abundantes (Støttrup and McEvoy, 2003), el cual en este 
estudio fue detectado entre un 8,62 y 14,69%. En tanto ácidos grasos en conjunto con más 
de 20 carbonos representando un rango de entre 5,82 y 8,84% (tabla8) están los AG 
20:4(n-6 AA), 20:5(n-3 EPA) y 22:6(n-3 DHA), valores ligeramente inferiores a los obtenidos 
en el capítulo 3 (4,35 y 9,95%). Donde además el AG AA fue posible detectarlo entre un 
0,22 y 0,46%, concentración muy similar describe Seixas et al.,2009, alimentando con otras 
microalgas (0,4%). Destacar que el ácido graso 22:6(n-3) no aparecía como detectable en la 
biomasa microalgal, al respecto Zhukova et al.,1998, indican que el metabolismo de los 
lípidos en Artemia es poco conocido ya que se ha observado la capacidad de este 
microcrustáceo para poder sintetizar mayores cantidades de novo del 16:0 y 18:0, que los 
Capitulo 8: Evaluación poblacional, modificación bioquímica e incorporación de elementos por Artemia 
franciscana y Brachionus plicatilis, por enriquecimiento con P. tricornutum, cultivada con AARPt y 
AEPA. 
 330
encontrados en la dieta y elongar a partir del 18:2(n-6) hacia ácidos grasos de cadena mas 
larga como ocurre con algunos crustáceos. Dada la diversidad elemental de las formulaciones 
probadas en el cultivo de Phaeodactylum tricornutum que sirvió como alimento de Artemia 
franciscana es que se observaron diversos grados de evolución respecto a incrementar o 
decrecer porcentualmente tales AG en dichos organismos. 
 
En el presente estudio destaca por su concentración el ácido graso eicosapentaenoico 
(20:5(n-3) EPA) (Dunstan et al.,1994; Ying et al.,2000) que forma parte del equilibrio en la 
formación de eicosanoides (Dyeberg, 1986; Sargent et al.,1993) en larvas tempranas de 
organismos marinos; los eicosanoides formados desde EPA son menos activos 
biológicamente que los eicosanoides derivados de ARA, sin embargo EPA es importante en la 
modulación de producción de eicosanoides por competir por los mismos sistemas enzimáticos 
que convierten ARA a eicosanoides (Sargent, 1995); y así mismo contribuir en el equilibrio 
con el DHA a procesos de normal pigmentación.  
 
El AG eicosapentaenóico (EPA) en Artemia fue acumulado en base a las diferentes 
dietas de la siguiente forma: 6,34% (aAIPt4=ALGAL), 6,54% (aAARPt4), 8,49% 
(aAEPA4), 6,35% (aAEPA8) y 5,56% (aAEPA16) indicándonos la existencia de diferencias 
altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control (p<0,05) 
excepto entre aAIPt4=ALGAL y aAEPA8, tablas 8 y figura 27a. Se observo un decremento 
del contenido de EPA con respecto a un incremento de nutrientes de la dieta aAEPA (4, 8 y 
16mM), lo cual se ajusto a una tendencia lineal negativa con un coeficiente de correlación 
r2=0,94 (figura 27b). Indicar que en el capítulo 3, Artemia alimentada con las condiciones 
Mg2+(5,71%), Ca2+(7,45%), Si4+(4,96%), Se2-(5,54%), Fe3+(6,34%), Cu2+(6,54%) y 
S2(8,29%) mostraron un menor rendimiento comparado con el tratamiento aAEPA4, sin 
embargo la condición Zn2+(9,56%) mostró superior rendimiento. Hamre and Harboe, 2008 
en equilibrio con ARA y DHA y un 9% de EPA enriquecido en Artemia logra una normal 
pigmentación de larvas de Hippoglossus hippoglossus. Indicar que el contenido porcentual de 
EPA en las dietas cultivadas con las diferentes formulaciones (capitulo 7); en la mayoría de 
los casos estuvieron por encima de los valores porcentuales encontrados en Artemia una vez 
alimentadas (tablas 8) con dichas dietas; tal variación es debida a que este microcrustáceo 
posee una marcada propensión a retroconvertir ácidos grasos de cadena larga a corta 
(Evjemo et al.,1997; Navarro et al., 1999) tanto en cantidad como en calidad en función del 
tiempo de enriquecimiento o alimentación, lo que nos indicaría que los emplea en procesos 
de crecimiento y maduración sexual, que son indicativos de los valores ya descritos de TCA y 
%EC. Sin embargo a pesar de dichos procesos de desenlongación, son valores superiores a 
los descritos por Seixas et al.,2009, los cuales alimentando con Tetraselmis suecica y 
Rhodomonas lens refieren valores de 4,2 y 6,2% de EPA. 
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Figura 27. Contenido de Ácido eicosapentaenóico en Artemia franciscana alimentada con 
Phaeodactylum tricornutum en cultivo semicontinuo y una tasa de renovación del 30%.día-1 con 
diferentes medios de cultivo (a) y coeficientes de correlación EPA con el medio aAEPA4, 8 y 16mM (b). 
Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existe diferencia altamente 
significativa (p<0,05). 
 
El contenido de AGT μg.artemia-1 que correspondió del contenido lipídico de Artemia 
franciscana, alimentada con Phaeodactylum tricornutum cultivada e enriquecida con las 
diferentes formulaciones fue el siguiente: aAIPt4=ALGAL(90,36%), aAARPt4(53,37%), 
aAEPA4(31,69%), aAEPA8(59,50%) y aAEPA16(70,30%). Donde las condiciones aAEPA8 
y aAEPA16 mostraron estar en el rango de AGT descrito en el capítulo 3 para los 
tratamientos con calcio, silicio, selenio, azufre y zinc (55,48 y 68,53%), en tanto que con 
magnesio(94,50%), hierro(87,33%) y cobre(97,87) mostraron un mejor rendimiento. Bell et 
al.,2003, mencionan que existen dificultades en el apropiado enriquecimiento de Artemia con 
EPA y DHA lo que es un importante obstáculo para su idoneidad como presa viva en la 
alimentación de larvas de peces marinos. La pobre capacidad de enriquecimiento con EPA y 
DHA puede ser explicada por el alto contenido de lípidos libres antes y después del 
enriquecimiento especialmente triacilgliceroles, con pequeñas concentraciones de 
monoacilgliceroles, diacilgliceroles, esteroles, esteres esteroles, y en particular ácidos grasos 
libres de escaso valor nutritivo (Takeuchi et al.,1992; McEvoy et al.,1996); que en el 
presente estudio fueron corregidos mediante la calidad y riqueza de fosfolípidos por 
Phaeodactylum tricornutum cultivada y enriquecida con diferentes formulaciones. Es en base 
a nuestros resultados que observamos cuan importante y motivo de variabilidad, resulta ser 
la complejidad elemental en la modificación del perfil bioquímico en la cadena trófica. Dhont 
and Van Stappen, 2003; McEvoy et al.,1996 mencionan que los tiempos de enriquecimiento 
o crecimiento en Artemia influyen en la calidad y cantidad de los lípidos presentes variando 
de un 23 a un 17% los fosfolípidos y de un 58 a un 64% los triacilgliceroles, situación que 
nos explicaría el % de AGT sobre el contenido lipídico, hallado en los resultados del presente 
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Se encontraron significativas diferencias en el contenido porcentual y μg.artemia-1 de 
los ácidos grasos saturados (AGS), monoinsaturados (AGM) y poliinsaturados (AGP), 
existiendo en todos los casos diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las 
condiciones de cultivo experimentadas (p<0,05) ver tabla 8 y figura 28a. Señalar que en el 
caso de la condición aAEPA con diferente concentración de nutrientes (4, 8 y 16mM) la 
evolución de dichos ácidos grasos expresó en el caso de los AGS un coeficiente de 
correlación r2=1, con ajuste a una tendencia polinomial negativa, en tanto que los AGP 
indicaron un r2=0,70, con ajuste a una tendencia lineal negativa; en lo que se refiere a los 















Figura 28. (a) Contenido porcentual de ácidos grasos por Artemia franciscana alimentada con 
Phaeodactylum tricornutum en cultivo semicontinuo y una tasa de renovación del 30%.día-1 con 
diferentes medios de cultivo. (b) Coeficientes de correlación ácidos grasos, condición de cultivo 
aAEPA4, 8 y 16mM. Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existe 
diferencias altamente significativas (p<0,05). 
 
Los AGP se subdividen en tres familias, mediante las cuales se derivan los procesos 
de elongación y desaturación mediante las series ω-9, ω-6 y ω-3; de los cuales las series 
importantes son la ω-3 y ω-6, así mismo la proporción entre estas dos series es de relevante 
importancia en el valor energético en cada uno de los niveles tróficos, aspecto que se ha 
descuidado en la nutrición de organismos marinos (Estévez et al.,1999), por lo que una 
mayor proporción de los ω-3 en la cadena trófica es imprescindible en efectivos mecanismos 
formadores de membrana durante la metamorfosis de organismos marinos (Reitan et 
al.,1994; Estévez and Kanazawa, 1995).  
 
Es así que las proporciones de ácidos grasos ω-3:ω-6 por Artemia franciscana 
mostraron diferencias significativas (p=0,001) entre las condiciones de experimentación 
(aAARPt4, aAEPA4, aAEPA8 y aAEPA16) con respecto al control (aAIPt4=ALGAL) 
(p<0,05), excepto entre aAIPt4=ALGAL y aAEPA4, ver tablas 8 y figura 29a. La 
proporción porcentual de los AG ω-3:ω-6 en Artemias estudiadas, se encontró entre 




















































0 1 2 3 4
Concentración mM Nutrientes. aAEPA 




















Capitulo 8: Evaluación poblacional, modificación bioquímica e incorporación de elementos por Artemia 
franciscana y Brachionus plicatilis, por enriquecimiento con P. tricornutum, cultivada con AARPt y 
AEPA. 
 333
veces inferior, comparada con la proporción encontrada en el alimento (capítulo 7) con 4,28 
(aAIPt4=ALGAL), 9,04 (aAARPt4), 9,27 (aAEPA4), 11,10 (aAEPA8) y 6,18;1% 
(aAEPA16), excepto con aAIPt4=ALGAL y aAEPA16 donde tal relación fue relativamente 
muy cercana (tabla 8). Recalcar además que las condiciones de Artemia con zinc y cobre en 
el capítulo 3 de la presente disertación demostraron un mejor rendimiento con respecto al 
tratamiento aAEPA16. Se consiguió un índice de correlación r2=0,95 (figura 29b) con ajuste 
a una tendencia lineal positiva en la condición aAEPA respecto a dicha razón, cuando se 














Figura 29. (a) Contenido porcentual de Ácidos grasos w3:w6 en Artemia franciscana alimentada con 
Phaeodactylum tricornutum en cultivo semicontinuo y tasa de renovación del 30%.día-1 con diferentes 
medios de cultivo. (b) Coeficiente de correlación ácidos grasos w3:w6, medio de cultivo aAEPA4, 8 y 
16mM. Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existen diferencias 
altamente significativas (p<0,05). 
 
Un aspecto importante desde el punto de vista fisiológico y nutricional en niveles 
superiores de la trama trófica alimenticia; es la proporción que existe del total de los ácidos 
grasos, el ácido eicosapentaenoico (20:5n-3 EPA) y el ácido araquidónico (20:4n-6 ARA), tal 
proporción EPA:ARA es muy importante en la alimentación de las primeras etapas de 
desarrollo larval; ya que son componentes importantes de las bicapas de fosfolípidos de las 
membranas celulares. Excesos en la producción de eicosanoides derivados de ARA en el 
cerebro o en la pituitaria alteran el control neuroendocrino de los procesos implicados en el 
desarrollo de la pigmentación durante la metamorfosis de organismos marinos especialmente 
larvas de peces. 
 
En los peces planos, la metamorfosis y el desarrollo de la pigmentación son 
controlados a nivel nervioso y neuroendocrinologico. En consecuencia, la producción anormal 
de eicosanoides en el cerebro como resultado de la alteración de los niveles de ARA y EPA 
trae consigo graves consecuencias para el desarrollo y la metamorfosis de las larvas de 
peces planos, incluyendo su anormal pigmentación, resultado de una composición sub 
optima de los ácidos grasos del alimento vivo (Hamre et al.,2007; Hamre and Harboe, 
2008); por lo que la proporción de EPA que promueve la formación de membranas a nivel 
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Resultado de nuestras investigaciones en Artemia franciscana la cual fue alimentada 
con la microalga Phaeodactylum tricornutum cultivada y enriquecida con diferentes 
concentraciones de Fe3+, S2-, Zn2+, Cu2+, Mg2+, Ca2+, Si4+ y Se2-, logrando así diversas 
formulaciones; es que logramos modificar la proporción EPA:ARA con los siguientes valores: 
14,09:1% (aAIPt4=ALGAL), 19,23:1% (aAARPt4), 18,02:1% (aAEPA4), 21,90:1% 
(aAEPA8) y 25,27:1% (aAEPA16) como se puede observar en la tabla 8 y figura 30a; 
existiendo diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de 
experimentación y con respecto a el control (p<0,05, aAIPt4=ALGAL). Mostrar en la figura 
30b que un incremento de la concentración de nutrientes (4, 8 y 16mM) en la condición de 
alimentación aAEPA produjo un aumento de tal razón EPA:ARA con un r2=0,99 con ajuste a 
una tendencia lineal positiva. Sargent et al.,1999; Copeman et al.,1999; Estévez et al.,2001; 
Bell et al.,2003 sugieren que una normal supervivencia, crecimiento, pigmentación y 
metamorfosis se logra cuando el alimento vivo posee una relación EPA:ARA de 4,1-4,2:1 y 
también con una proporción de EPA: ARA tan alta como 20:1; sin embargo relaciones entre 
1,5:1, 0,4:1 y 0,3:1 son insuficientes para el correcto desarrollo larval. Relaciones descritas 
en la presente disertación cubren eficientemente tales necesidades mediante Artemia 
franciscana modificada por la alimentación con Phaeodactylum tricornutum cultivada y 
enriquecida con diferentes formulaciones. Resultando que la adecuada nutrición mineral vía 
la cadena trófica resulta una excelente herramienta biotecnológica en la modificación de la 














Figura 30. (a) Contenido porcentual de Ácidos grasos EPA:ARA en Artemia franciscana alimentada con 
Phaeodactylum tricornutum en cultivo semicontinuo y tasa de renovación del 30%.día-1 con diferentes 
medios de cultivo. (b) Coeficiente de correlación ácidos grasos EPA:ARA con el medio de cultivo 
aAEPA4, 8 y 16mM. Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existen 
diferencias altamente significativas (p<0,05). 
 
Actualmente, se esta prestado bastante atención a las investigaciones sobre la 
composición bioquímica y mineral de alimentos vivos, utilizados en la acuacultura, ya que el 
cultivo exitoso de peces y numerosos invertebrados acuáticos depende en parte de la 
correspondencia de la calidad nutricional de la dieta con las necesidades nutricionales de los 
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franciscana es necesariamente utilizado como el tercer eslabón alimenticio vivo en la cría de 
estadios tempranos de crustáceos y larvas de varios peces marinos y de agua dulce. 
El conocimiento de las peculiaridades y los rangos de variación de la composición bioquímica 
de los organismos utilizados como alimento vivo vía la nutrición mineral es necesaria, a fin 
de elegir el método más apropiado para incrementar el valor nutritivo de los organismos 
cultivados. Una de las características bioquímicas más importantes a la que más atención se 
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Cultivo del Rotífero Brachionus plicatilis alimentado con Phaeodactylum 
tricornutum con Algal de Alto Rendimiento (AAR) y Algal de Incremento de la 
Cantidad de EPA (AEPA) (cultivo semicontinuo) (modificado de Fábregas et al., 
1984). Concentración de nutrientes 4, 8, 16 mg át. N/L y tasa de renovación 
30%.día-1 
 rAIPt4 rAARPt4 rAEPA4 rAEPA8 rAEPA16 
Densidad celular 























F.O. celular      
%proteína en F.O. 38,58 25,98 27,60 26,53 39,14 
% carboh. en F.O. 43,73 32,93 32,52 32,98 31,17 
% lípidos en F.O. 17,69 41,09 39,87 40,49 29,69 
F.O. Rotíferos 











% carboh. en F.O. 19,63 19,49 18,49 22,31 17,66 






































Peso orgánico (pg.cel-1) 13,16 23,41 21,34 26,29 27,22 


































      
Peso orgánico 
(ng.rotifero -1 ) 



















































































































































RelaciónC:N(átomos) 9,09 9,20 8,52 6,72 4,55 
Los valores aquí presentes son la media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple 
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Tabla 5  
Cultivo de Artemia franciscana alimentada con Phaeodactylum tricornutum con 
Algal de Alto Rendimiento (AAR) y Algal de Incremento de la Cantidad de EPA 
(AEPA) (cultivo semicontinuo) (cultivo semicontinuo) (modificado de Fábregas et 
al., 1984). Concentración de nutrientes 4, 8, 16 mg át. N/L y tasa de renovación 
30%.día-1 
 aAIPt4 aAARPt4 aAEPA4 aAEPA8 aAEPA16 
Densidad celular 























F.O. celular      
% proteína en F.O. 38,58 28,81 31,73 39,48 48,99 
% carboh. en F.O. 17,68 29,71 28,56 25,18 18,33 
% lípidos en F.O. 43,74 41,48 39,70 35,34 32,67 
F.O. Artemia 











% carboh. en F.O. 12,86 14,06 11,79 8,42 12,25 
% lípidos en F.O. 19,11 30,10 17,70 20,57 29,10 










































































      
Peso orgánico 
(µg.artemia -1 ) 

















































































































































RelaciónC:N(átomos) 9,09 9,20 8,52 6,72 4,55 
Los valores aquí presentes son la media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple 




























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Estudio poblacional, modificación bioquímica e incorporación de elementos 
por Artemia franciscana y Brachionus plicatilis, ocasionada por el 
enriquecimiento con Isochrysis galbana var. T-iso cultivada en sistema 
semicontinuo, con una tasa de renovación del 30%, con los medios de cultivo 


















Capitulo 9: Evaluación poblacional, modificación bioquímica e incorporación de elementos por Artemia 
franciscana y Brachionus plicatilis, por enriquecimiento con I. galbana var. T-iso, cultivada con 





Se empleo un cultivo masivo del rotífero marino Brachionus plicatilis en Carboy’s de 6 
L, los cuales se filtraron y lavaron en periodos cortos con agua destilada para eliminar 
microbiota y posteriormente pasarlos a un nuevo carboy con agua de mar estéril. Tal proceso 
preventivo se realizó 24 h antes de iniciar los experimentos con la finalidad de estabulación 
alimentaria y sanidad de los rotíferos. Para realizar las experiencias de crecimiento 
poblacional, modificación bioquímica e incorporación de elementos. Los rotíferos a razón de 
50 rotíferos.mL-1 se transfirieron a botellas de borosilicato de 1 L con 700 mL de agua de 
mar autoclavada, sometidos a un flujo de aire de 20 burbujas.minuto-1 aproximadamente, 
ciclos de luz:oscuridad 12h:12h, una intensidad luminosa de 52,3 µmol quanta.m-2.s-1 y 
mantenidos en una cámara isotérmica con 22±2°C. A primera hora del ciclo de luz se 
alimentó al rotífero Brachionus plicatilis, a razón de 30,000 células.rotífero-1 con biomasa de 
Isochrysis galbana var. T-iso (en cultivo semicontinuo y tasa de renovación del 30%) 
previamente cultivada con las formulaciones (capítulo 5) AITiso4=Algal, AARTiso4, 
ADHA4, ADHA8 y ADHA16. 
 
Diariamente a primera hora del ciclo de luz, se realizo el recuento de la densidad de 
rotíferos.mL-1 así como del número de huevos por hembra, para posteriormente calcular la 
cantidad de biomasa celular para alimentar a razón de 30,000 células de Isochrysis galbana 
var. T-iso.rotífero-1.  
 Los cultivos experimentales se mantuvieron durante 9 días tomando en cuenta que el 
ciclo de vida de Brachionus plicatilis dura aproximadamente 4 días (Ito 1955; 1957) por lo 
que los experimentos se finalizaron una vez transcurridas 2 generaciones. Al finalizar el 
periodo se contabilizo la densidad poblacional y numero de huevos producidos, se 
cosecharon por triplicado 70 mL de cultivo para determinación de peso seco, cenizas y 
materia orgánica, así como 50 mL (n=3) de biomasa, en filtros de malla nitex de 40 µm para 
determinación de proteínas, carbohidratos, lípidos, ácidos grasos, e incorporación de 
metales; estas muestras se ultracongelaron a -80°C para su posterior análisis. 
 
Se incubaron y eclosionaron en agua salobre al 2,5%, filtrada (1µm), quistes de 
Artemia franciscana (Kellogg, 1906) del Gran Lago Salado Utha (INVE, Aquaculture, Inc.), en 
un baño termostático a 28±1°C, una intensidad luminosa de 152,3 µmol quanta/m2/s1; por 
24h y un flujo de aireación continua de 250 mL/min1. Una vez eclosionados los nauplios se 
lavaron con agua destilada y formalina al 4% por 10 segundos, como tratamiento bacteriano 
preventivo; posteriormente se mantuvieron en agua marina estéril al 3,5%. Se espero a que 
los metanauplios cumplieran 48h después de la eclosión (DDE), tiempo en el cual han 
desarrollado un sistema digestivo eficaz-completo y pueden empezar a filtrar no 
selectivamente alimento (Sorgeloos et al.,2001). Para realizar las experiencias de 
crecimiento, supervivencia, modificación bioquímica e incorporación de elementos, los 
metanauplios48h se transfirieron a razón de 2 metanauplios.mL
-1 en un volumen de 500mL en 
botellas de 1 L, sometidos a un flujo de aire de 20 burbujas.minuto-1 aproximadamente, 
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ciclos de luz:oscuridad 12h:12h, se utilizo una intensidad luminosa de 52,3 µmol quanta.m-
2.s-1, las botellas de cultivo se mantuvieron en un baño termostático a 28±1°C dentro de una 
cámara isotérmica a 22±2°C. 
 
A primera hora del ciclo de luz se alimentó a Artemia franciscana, a razón de 
300,000 células.artemia-1 (Gelabert, 2003) con biomasa de Isochrysis galbana var. Tiso (en 
cultivo semicontinuo y tasa de renovación del 30%) previamente cultivada con las 
formulaciones AITiso4=Algal, AARTiso4, ADHA4, ADHA8 y ADHA16.  
Diariamente se contabilizó la densidad de células.mL-1 del cultivo de Artemia para de 
esa forma corregir la ración diaria de microalgas de modo que entre el día 1 y 9 se utilizó 
una densidad celular de entre 300,000 y 6,000,000 células.artemia-1  
 
Los cultivos experimentales se mantuvieron por 9 días, tiempo en el cual comenzó el 
cortejo de apareamiento, para cosechar la población al día 9. Se contabilizo la densidad 
poblacional, se cosecharon por triplicado 40 organismos para determinación de peso seco, 
cenizas y materia orgánica, proteínas, carbohidratos, lípidos, ácidos grasos, e incorporación 
de metales; estas muestras se ultracongelaron a -80°C para su posterior análisis. 
 
Resultados y discusión. 
 
 En situación similar a la que ocurrió en el capítulo 4 de la presente disertación se 
observó que en los días 2 y 3 de alimentación del rotífero Brachionus plicatilis con Isochrysis 
galbana var. T-iso, cultivada con diferentes formulaciones (rAITiso4=ALGAL, rAARTiso4, 
rADHA4, rADHA8, rADHA16), solo reveló un mínimo crecimiento poblacional (figura 1), 
situación que además se corroboro por la presencia de biomasa celular no filtrada por los 
rotíferos en cultivo. Este comportamiento pudo ser debido como lo menciona Ferreira, 2006 
en sus estudios sobre bioencapsulación y crecimiento poblacional de la misma especie de 
rotífero, por manipulación, causante de estrés. Por lo que este lapso consideramos es un 
periodo de adaptación o fase “lag” como ocurre en copépodos los cuales después de un 
periodo de ayuno (“starvation”) y entre su próxima alimentación dejan de producir individuos 
vivíparos, para producir solo huevos en las siguientes 9,5-65,5 horas (Ianora, 2005), periodo 
en el que es posible la eclosión de los huevos producidos por las hembras adultas así como 
muerte por adaptación de las mismas. Posterior a este proceso a partir del 4to día (figura 1) 
la densidad poblacional de rotíferos comenzó a multiplicarse adecuadamente. Al respecto 
Snell, 1986; Lubzens and Minkoff, 1988; Hagiwara and Hino, 1990, mencionan que motivo 
de estrés fisicoquímico las hembras producen huevos dormantes por lo general entre 1 y 8 
los cuales tardarán en eclosionar según las condiciones del medio de cultivo; siendo 
significativamente más pequeños que los 18-23 huevos o más (Ruttner-Kolisko, 1974) 
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El empleo de las formulaciones AITiso4=ALGAL, AARTiso4, ADHA4, ADHA8 y 
ADHA16 en el cultivo de Isochrysis galbana var. T-iso produjo diferencias en la generación 
de densidad poblacional final de Brachionus plicatilis, la cual fluctuó de la siguiente manera: 
rAITiso4=ALGAL (189 rotíferos.mL-1), rAARTiso4 (326 rotíferos.mL-1), rADHA4 (236 
rotíferos.mL-1), rADHA8 (338 rotíferos.mL-1) y rADHA16 (334 rotíferos.mL-1) ver tabla 1 y 
figura 2. Existiendo diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de 
cultivo mencionadas (p<0,05). Decir que en rotíferos alimentados con T-iso cultivada con el 
medio ALGAL, reconstituido parcialmente con diferentes elementos (capítulo 4), mostraronse 
valores entre 255 y 325 rotíferos.mL-1 donde solo el tratamiento cobre (303 rotíferos.mL-1), 
silicio (314 rotíferos.mL-1) y calcio (325 rotíferos.mL-1) resultaron ser cercanos, a los 
obtenidos con las condiciones rAARTiso4, rADHA8 y rADHA16 (tabla 1). Hoff and Snell, 
1999 mencionan que inoculando entre 36 y 66 rotíferos.mL-1 llegan a obtener entre 5 y 8 
días de cultivo densidades de solo 161 a 234 rotíferos.mL-1 alimentando con una mezcla de 
microalgas y un Booster. Arnold and Holt, 1991 empleando el método de alimentación en 
base a microalgas, levadura y aceite emulsificado, logra cultivos masivos de rotíferos de solo 
150-200 rotíferos.mL-1. Ferreira 2006, alimentando rotíferos, empleando la misma microalga 
que el presente estudio cultivada con el medio ALGAL, con diferentes tasas de renovación e 
intensidad de luz moderada solo obtuvo entre 105 y 190 rotíferos.mL-1. Whyte and Nagata, 
1990; Fulks and Main, 1992; Snell, 1991; Tamaru et al.,1991; Nagata and Whyte, 1992, 
Vadstein et al.,1993; Hansen et al.,1997 concluyen que la tasa reproductiva es fuertemente 
afectada por el tipo y calidad del alimento proveído en su cultivo (Qi et al.,2009), así como el 
tamaño de partícula y las especies de microalgas determinaran la tasa reproductiva de 
Brachionus plicatilis (Sayegh et al.,2007; Hu and Xi, 2008; Alva-Martínez et al.,2009). Luna-
Andrade et al.,2002 en su estudio combinado entre concentración de Tetraselmis suecica y 
cobre reporta valores de entre 36 y 251 rotíferos.mL-1. Milione and Zeng 2007 evaluando el 
efecto de diferentes dietas microalgales sobre el crecimiento poblacional de Acartía sinjiensis 
obtienen altos rendimientos con Isochrysis galbana var. T-iso en comparación con 
Nannocloropsis sp, Rhodomonas maculata y Tetraselmis chuii. Hagiwara et al.,1997 
mencionan que producciones de 150 rotíferos.mL-1 son indicativo de baja obtención de 





















rAITiso4 rAARTiso4 rADHA4 
rADHA8 rADHA16 
Figura 1. Evolución de la densidad de 
cultivo de Brachionus plicatilis (rotífero.mL-1) 
alimentado con Isochrysis galbana var. T-iso 
cultivada en semicontinuo, tasa de 
renovación 30% con diferentes medios de 
cultivo. 
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Schlosser and Anger, 1982; Lubzens, 1987; Miracle and Serra, 1989; Korstad et 
al.,1989; Hirayama, 1990; Hiawa and Heerkloss, 1994, Patiño, 1995, mencionan que en 
Brachionus plicatilis existen diferentes factores como la temperatura, salinidad, aireación, 
tipo-tamaño-concentración y calidad del alimento, los cuales afectan la ingestión y 
multiplicación poblacional; en el presente estudio todos los anteriores parámetros fueron 
mantenidos constantes excepto la calidad del alimento microalgal vía su cultivo con 
diferentes formulaciones; por lo que las condiciones de cultivo de la microalga determinaron 
la supervivencia, tamaño, metamorfosis así como la taza de reproducción de los organismos 
filtradores, alimentados con ellas. Es lógico pensar que esta calidad del alimento vía la 
complejidad mineral de las formulaciones con las que se le cultivo, fue la que produjo la 















Por otra parte, la producción final de huevos.mL-1 fue la siguiente: rAARTiso4 (115 
huevos.mL-1), rADHA4 (76 huevos.mL-1), rADHA8 (102 huevos.mL-1) y rADHA16 (106 
huevos.mL-1) con respecto a el control (rAIPt4=ALGAL) con 11 huevos.mL-1 (tabla 1), 
existiendo diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de cultivo 
mencionadas (p<0,05), ver tabla 1 y figura 3b; lo que correspondió a 0,42, 0,37, 0,39, 0,44 
y 0,05 huevos.hembra-1 respectivamente (figura 3a). Decir que en el capítulo 4 de la 
presente disertación rotíferos alimentados con Isochrysis galbana var. T-iso cultivada con el 
medio “ALGAL” reconstituido parcialmente por separado con diferentes concentraciones de 
Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- mostró valores que oscilaron entre 0,20 y 0,54 
huevos.hembra-1 donde solo el cobre (0,54 huevos.hembra-1), calcio (0,48 huevos.hembra-1) 
y silicio (0,47 huevos.hembra-1) mejoran la productividad encontrada con la condición 
rADHA16 (0,44 huevos.hembra-1). Ferreira 2006, alimentando rotíferos, empleando 
Isochrysis galbana var. T-iso cultivada con ALGAL, con diferentes tasas de renovación e 
intensidad de luz moderada, solo obtuvo entre 0,25 y 0,33 huevos.hembra-1. Milione and 
Zeng, 2007 indican que en el copépodo Acartía sinjiensis una dieta en base a Isochrysis 
galbana var. T-iso produce un mayor rendimiento en la producción de huevos. Kostopoulou 









































Figura 2. Densidad poblacional (T8) de 
Brachionus plicatilis (rotífero.mL-1) 
alimentado con Isochrysis galbana var. T-
iso cultivada en semicontinuo, tasa de 
renovación 30% con diferentes medios de 
cultivo. 
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diferente concentración de Nannohcloropsis oculata, en 3,5 días de experimentación obtienen 
producciones entre 0,84 y 0,96 huevos.hembra-1. Støttrup and McEvoy, 2003 mencionan que 
la proporción de huevos depende de la calidad de los alimentos.  
 
Cualquier desviación de las condiciones óptimas del alimento se refleja en bajas o 
altas tasas de producción de huevos en los cultivos de rotíferos. Por ejemplo, una proporción 
de huevos de menos de 0,13 para cultivos de Brachionus plicatils indica inestabilidad y el 
colapso futuro posible del cultivo (Snell et al.,1987). La producción de huevos por hembra 
después de dos ciclos generacionales (T8) se correspondió con la densidad poblacional de las 
formulaciones AITiso4=ALGAL y AARTiso4, en tanto que con la receta ADHA con 
diferente concentración de nutrientes (4, 8, y 16mM) tal producción fue lineal con valores de 
0,37, 0,39, 0,44 huevos.hembra-1 (tabla 1); tales resultados pueden ser debidos a la 
viabilidad de eclosión de los huevos dada la calidad alimenticia de la haptofita vía la 
formulación de cultivo. Isochrysis galbana var. T-iso y su enriquecimiento con diferentes 
medios de cultivo, mostró influir de manera diferente y positiva en la generación de huevos 
por parte de las hembras amícticas. En la figura 3a se puede observar para la mayoría de las 
formulaciones, tres picos máximos de producción de huevos en los días 2, 4 y 7 de cultivo; 
resultados similares han sido descritos por Wullur et al.,2009 modificando la salinidad; datos 
que nos sugieren las siguientes generaciones poblacionales, las cuales incluso coinciden con 
lo mencionado por Ito 1955; 1957; Wullur et al.,2009 los cuales indican que el ciclo de vida 
generacional del rotífero es cercano a 4 días.  
 
Nuestros resultados además de revelar que las diferentes formulaciones de cultivo 
para T-iso modificaron su calidad nutricional, también modificaron la tasa generacional en 
Brachionus plicatilis, una herramienta biotecnológica muy importante en la producción de 
alimento vivo para los siguientes niveles tróficos acuáticos. Motivo del ritmo circadiano 
12L:12O al que fueron sometidos los cultivos de rotíferos, se pudo observar una gran 
uniformidad de tallas, así mismo un gran número de hembras a primera hora del ciclo de luz 
mostraban entre 3 y 5 huevos, al respecto Ruttner-Kolisko, 1972; Fulks and Main, 1992 
mencionan que en condiciones óptimas de alimentación, una hembra puede albergar hasta 5 
huevos al mismo tiempo; posterior a ese periodo fue solo ocasional encontrar hembras con 
huevos y la uniformidad de tallas se perdió. Al respecto Camus and Zeng, 2008 mencionan 
que con el copépodo Acartía sinjiensis la producción de huevos y eclosión de los mismos es 
debida al efecto del fotoperiodo al que se someten los cultivos masivos; tal y como ocurrió 
en el presente estudio con Brachionus plicatilis. El número de huevos predice el estado del 
cultivo para las próximas 24 h. En general la proporción de huevos dependió de la cantidad y 
calidad del alimento y es afectada por parámetros abióticos como los niveles de oxigeno, 
temperatura de cultivo, salinidad, pH, y niveles de amonio (Støttrup and McEvoy, 2003). 
Hoff and Snell, 1990 mencionan que las microalgas estimulan la maduración y producción de 
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La producción de huevos es uno de los principales factores que determinan el 
crecimiento poblacional en copépodos calanoides, y esto es debido a la calidad de la dieta 
(Uye, 1981; Castro-Longoria, 2003; Ianora, 2005) como fue evidente en el presente estudio 
con Brachionus plicatilis en particular en la proporción DHA/EPA de la dieta (Støttrup and 















Figura 3. Evolución de la producción de huevos en Brachionus plicatilis (huevos.hembra-1) (a) y numero 
de huevos.mL-1 producidos al T8 (b) alimentado con Isochrysis galbana var. T-iso cultivada en 
semicontinuo, tasa de renovación 30% con diferentes medios de cultivo. Media ± SD (n=3). Diferentes 
letras (comparación múltiple de Tukey), existe diferencia altamente significativa (p<0,05). 
 
Se originaron las siguientes tasas de crecimiento poblacional (r) (algunas veces 
referida como G; Støttrup and McEvoy, 2003), para los rotíferos alimentados con Isochrysis 
galbana var. T-iso, cultivada con las diferentes formulaciones, donde AARTiso4 (0,24 día-1), 
ADHA4 (0,19 día-1), ADHA8 (0,24 día-1) y ADHA16 (0,24 día-1) mostraron un mejor 
rendimiento con respecto al medio AITiso4=ALGAL con 0,17 día-1. Valores que estuvieron 
por encima de los obtenidos en rotíferos alimentados con la misma haptofita (capítulo 4), 
cultivada con el medio de cultivo “ALGAL” reconstituido parcialmente por separado con 
diferentes elementos y concentración de estos con 0,20-0,23 día-1. Ferreira, 2006 cultivando 
al rotífero Brachionus plicatilis con la microalga Isochrysis galbana var. T-iso, cultivada con el 
medio ALGAL, con diferente tasa de renovación, solo obtiene tasas de crecimiento 
poblacional de entre 0,09 y 0,17. Algunos autores con otras especies de rotíferos han 
obtenido tasas de crecimiento más altas (0,42-0,81 día-1) en cultivos con otras especies de 
microalgas (Scott and Baynes, 1978; Yúfera and Pascual, 1983; Carić et al., 1993, Hagiwara 
et al.,2007; Wullur et al.,2009). Valores de r para varias cepas de Brachionus plicatilis 
usualmente se encuentran en el rango de 0,23-1,15, en tanto que para Brachionus 
rotundiformis es posible obtener valores entre 0,54 a 1,37, resultados que dependen del tipo 
de alimento como levadura húmeda o seca, microalgas secas, congeladas o vivas (Lubzens 
et al.,2001), así como la especie de microalga con la que se les cultive, temperatura, además 
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Hansen et al.,1997). Hirayama and Satuito 1991 adicionando vitamina B12 al medio de 
cultivo del rotífero obtiene un r=0,39. Por otra parte dada la oscilación que observaron 
nuestros resultados es evidente que los medios de cultivo ejercieron un diferente efecto 
sobre la calidad nutricional de Isochrysis galbana var. T-iso y que impacta en dicha tasa de 
crecimiento. La que a su vez está relacionada con la cantidad de alimento y dependiendo del 
tipo de dieta la cantidad requerida para alcanzar la multiplicación máxima (Yúfera et 
al.,1983; Lubzens et al., 1995; Ferreira 2006; Milione and Zeng, 2007). A medida que 
aumenta las tasa de reproducción de una manera curvilínea con la concentración de los 
alimentos, la comparación entre la eficacia de diferentes fuentes de alimento debe hacerse 
en el Km o valores de saturación para cada tipo de alimento (Hansen et al.,1997). La tasa de 
crecimiento poblacional (r) de rotíferos generalmente es más alta que en cladóceros y 
copépodos (Allan, 1976). En general r varia entre especies de rotíferos desde 0,2 a 2,0 por 
día, dependiendo de la especie y cantidad del alimento adicionado (Sarma et al.,2001), Hu 
and Xi, 2008, obtienen valores de entre 0,04 y 0,11 con diferentes dietas microalgales en el 
rotífero de agua dulce Brachionus angulares. 
 
En lo que respecta a la tasa de conversión alimenticia (TCA) y porcentaje de 
eficiencia de crecimiento (%EC), por el rotífero alimentado con la microalga, cultivada con 
los diferentes medios, se observó muy variable, mostrando los siguientes valores: AARTiso4 
(2,59-38,55%), ADHA4 (2,21-45,26%), ADHA8 (2,37-42,24%), ADHA16 (3,11-32,11%) 
con respecto a el medio AITiso4=ALGAL con 1,83-54,36 respectivamente; demostrándonos 
en ambos casos la existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las 
condiciones y con respecto al control (p<0,05). Indicar que rotíferos alimentados con T-iso 
cultivada con el medio de cultivo “ALGAL”, reconstituido parcialmente con diferentes 
elementos (capítulo 4) revelaron un mejor rendimiento en la TCA en torno al 1,36-1,97, así 
mismo en el %EC en torno al 50-74%. Los valores de TCA nos muestran cuan eficiente es el 
rotífero para vía la microalga ganar peso de modo, que tales valores entre mas cercanos a 1 
sean o inferiores a 1, mejor será la TCA. El %EC en la mayoría de los casos del presente 
estudio estuvo por debajo del 50%. El comportamiento de las anteriores variables nos da 
una idea de cuan importante suele ser la complejidad elemental de un medio de cultivo, la 
cual se ve reflejada en la calidad del alimento vía la cadena trófica. 
 
Los diversos medios de cultivo en Isochrysis galbana var. T-iso produjeron diferentes 
efectos como alimento en la composición bioquímica de Brachionus plicatilis de la siguiente 
manera: la biomasa celular con AITiso4=ALGAL y AARTiso4 manifestó la siguiente 
disposición bioquímica Proteínas>Carbohidratos>Lípidos (pg.cel-1), en tanto que en los 
rotíferos una vez consumida la microalga la disposición fue 
Proteínas>Lípidos>Carbohidratos(ng.rotífero-1) en los dos casos (figura 4 a-b); en el 
caso de la biomasa con ADHA4, ADHA8 y ADHA16 reveló la siguiente composición 
proximal Proteínas>Lípidos>Carbohidratos(pg.cel-1), y una vez consumida la microalga 
por el rotífero Proteínas>Lípidos>Carbohidratos (ng.rotífero-1) en la totalidad de los 
casos (figura 5 a-b). 
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Las proteínas son las sustancias naturales más conservativas y no sufren de grandes 
cambios en el siguiente nivel trófico, las cuales además se caracterizan por una gran 
estabilidad en la composición de sus aminoácidos (Frolov et al.,1991). Mismo 
comportamiento conservativo de proporcionalidad de la dieta hacia el rotífero fue encontrado 
con los lípidos y carbohidratos con la condición de alimentación ADHA con diferente 
concentración de nutrientes (4, 8 y 16mM) (figura 5a-b), sin embargo con las condiciones 
AITiso4=ALGAL y AARTiso4 a excepción de las proteínas, los lípidos y carbohidratos no 
fueron conservativos (figura 4a-b) tal y como lo menciona Frolov et al.,1991 en sus estudios 
con diferentes dietas microalgales donde no encuentra una clara relación entre la dieta y el 
rotífero. Esto no es sorprendente y podría ser explicado por un alto grado de integración 
entre estos componentes bioquímicos los cuales probablemente estén relacionados con la 















Figura 4.- Evolución de la composición bioquímica de Isochrysis galbana var. T-iso (a (pg.cel-1) y de 















Figura 5.- Evolución de la composición bioquímica de Isochrysis galbana var. T-iso (a (pg.cel-1) y de 
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Estudios similares han comparado la dieta y la composición del rotífero, conclusiones 
expresadas en términos de peso seco (Frolov et al.,1991; Fernández Reiriz et al.,1993; 
Reitan et al.,1997). Sin embargo los resultados de estos estudios son contradictorios; por 
ejemplo Frolov et al.,1991, obtiene una correlación positiva entre el contenido de proteína y 
lípidos del rotífero y su alimento, pero no existe correlación con los carbohidratos. Fernández 
Reiriz et al.,1993 encuentra una correlación rotífero-alimento en el contenido carbohidratos y 
lípidos pero no relación entre el contenido de proteínas. Al respecto Sayegh et al.,2007 
mencionan que la composición del rotífero no es necesariamente el reflejo de la composición 
de la dieta. 
 
En orden de importancia energética el contenido de proteína en el rotífero fue el 
mayor combustible bioquímico (figura 4b y 5b), una vez cultivado con la microalga con las 
diferentes formulaciones, de la siguiente forma: 127,07 ng.rotífero-1(rAITiso4=ALGAL), 
134,04 ng.rotífero-1 (rAARTiso4), 142,59 ng.rotífero-1 (rADHA4), 151,19 ng.rotífero-1 
(rADHA8) y 157,66 ng.rotífero-1 (rADHA16) existiendo diferencias altamente significativas 
(p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control (p<0,05); ver tabla 1. Mencionar 
que dichos valores de proteína fueron inferiores a los obtenidos en el capítulo 4 con rotíferos 
alimentados con la misma haptofita pero cultivada con el medio ALGAL reconstituido 
parcialmente con diferentes elementos en torno a 168,29 y 260,14 ng.rotífero-1. Ferreira 
2006, en su estudio sobre alimentación del rotífero Brachionus plicatilis con Isochrysis 
galbana var. T-iso cultivada con el medio ALGAL con distintas tasas de renovación logra 
contenidos de proteína inferiores al presente estudio en torno a 74 y 97ng.rotífero-1. Por otra 
parte Sayegh et al.,2007 obtiene valores entre 80 y 175 ng.rotífero-1 empleando en la 
alimentación del rotífero diferentes cepas de Isochrysis galbana. 
 
En tanto que el segundo combustible lo representó el contenido de lípidos (figura 4b 
y 5b) con valores de: 49,12 ng.rotífero-1 (rAITiso4=ALGAL), 52,16 ng.rotífero-1 
(rAARTiso4), 66,72 ng.rotífero-1 (rADHA4), 72,50 ng.rotífero-1 (rADHA8) y 70,27 
ng.rotífero-1 (rADHA16) (tabla 1), indicando diferencias altamente significativas (p=0,001) 
entre las condiciones y con respecto al control (p<0,05). Observar que dichos valores de 
lípidos (a excepción de la condición rAITiso4=ALGAL) fueron superiores a los obtenidos en 
el capítulo 4 con rotíferos alimentados con la misma haptofita pero cultivada con el medio 
ALGAL reconstituido parcialmente con diferentes elementos en torno a 47,44 y 63,06 
ng.rotífero-1. Ferreira 2006, en su estudio sobre alimentación del rotífero Brachionus plicatilis 
con Isochrysis galbana var. T-iso con distintas tasas de renovación logra contenidos de 
lípidos inferiores al presente estudio en torno a 36 y 56ng.rotífero-1. Sayegh et al.,2007 
reporta contenido de lípidos en rotíferos cultivados con diferentes cepas de Isochrysis 
galbana con una oscilación entre 45 y 85 ng.rotífero-1. 
 
Por lo que respecta a los carbohidratos (figura 4b y 5b) valores de 28,73, 33,62, 
50,61, 44,12 y 41,14 ng.rotífero-1 estuvieron presentes en rAITiso4=ALGAL, rAARTiso4, 
rADHA4, rADHA8 y rADHA16 comparativamente (tabla 1); indicando la existencia de 
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diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control 
(p<0,05). Dichos resultados son superiores comparándolos con los obtenidos en el capítulo 4 
de la presente disertación en rotíferos alimentados con Isochrysis galbana var. T-iso 
cultivada con el medio de referencia “ALGAL”, reconstituido parcialmente con diferentes 
elementos en torno a 31,98 y 41,40 ng.rotífero-1. Ferreira 2006, en su estudio sobre 
alimentación del rotífero Brachionus plicatilis con la misma microalga, logra valores de 
carbohidratos inferiores a el presente estudio en torno a 19 y 33ng.rotífero-1. En tanto 
Sayegh et al.,2007 reporta valores de 25 y 55ng.rotífero-1. 
 
Cuando el contenido de proteína se considera como porcentaje de la fracción 
orgánica, el valor de proteína según la formulación de cultivo probado, fluctuó mínimamente 
entre las condiciones rAARTiso4 y rAITiso4=ALGAL con 60,98 y 62,01% respectivamente 
(figura 6 y tabla 1) en comparación con el incremento entre 54,86 a 58,60% cuando el 
rotífero fue alimentado con la condición rADHA con diferente concentración de nutrientes (4, 
8, y 16mM). Mencionar que dichos valores indicaron estar por debajo de los obtenidos en 
rotíferos alimentados con Isochrysis galbana var. T-iso cultivada con el medio de referencia 
“ALGAL”, reconstituido parcialmente con diferentes elementos (capítulo 4) en torno a 65,87 y 
72,03%. Sin embargo los juegos de resultados hallados en el presente estudio se consideran 
óptimos ya que Lubzens et al.,1989; Frolov et al.,1991; Tamaru et al.,1991; Frolov and 
Pankov, 1992; Nagata and Whyte, 1992; Fernández-Reiríz et al.,1993; Reitan et al.,1993; 
Rainuzzo et al.,1997; Øie and Olsen, 1997; Makridis and Olsen, 1999, Lubzens et al.,2001; 
Lubzens and Zmora, 2003 exponen un rango de contenido de proteína en el rotífero de entre 
el 28 y 63%. El contenido de proteína por rotífero puede incrementarse de un 60-80% 
cuando se aumenta la ración alimenticia. Ferreira, 2006 alimentando con Isochrysis galbana 
var. T-iso cultivada con el medio ALGAL y diferentes tasas de renovación solo obtiene valores 
entre un 52 y 57%. 
 
Por lo que respecta a la fracción orgánica de los lípidos mostraron un rango de 
variación entre 23,73 y 27,07% (figura 6 y tabla 1), valores que estuvieron por encima de 
los obtenidos con rotíferos alimentados con T-iso cultivada con el medio ALGAL (capítulo 4), 
reconstituido parcialmente con diferentes elementos (16,84 y 20,27%). Por otra parte 
Ferreira, 2006 con la misma haptofita cultivada con el medio ALGAL y diferente tasa de 
renovación obtiene valores entre 26,26 y 30,52%. Teshima et al.,1987; Frolov et al.,1991; 
Nagata and White, 1992; Fernández-Reiriz et al.,1993; Rainuzzo et al.,1997; Lubzens et 
al.,2001; Lubzens and Zmora, 2003 mencionan que cerca del 34-43% de los lípidos en 
rotíferos son fosfolípidos y un 20-55% son triacilgliceroles, con pequeñas concentraciones de 
monoacilgliceroles, diacilgliceroles, esteroles, esteres esteroles, y ácidos grasos libres. Los 
fosfolípidos y triacilgliceroles muestran similares perfiles de ácidos grasos, pero estos son 
grandemente afectados por los lípidos proveídos en la alimentación del rotífero. El contenido 
lipídico de los rotíferos es generalmente un poco más bajo que el del alimento (tabla 1), lo 
que indicaría que los lípidos son utilizados por los rotíferos. Los rotíferos utilizan proporciones 
altas de DHA para la reproducción (Øie and Olsen, 1997) además de que la utilización de los 
lípidos depende de la temperatura (Olsen et al.,1993).  
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Finalmente los carbohidratos revelaron un comportamiento entre 15,29 y 19,47%, 
valores que estuvieron por encima de los obtenidos en el capítulo 4 de la presente 
disertación con 11,12 y 13,92%; al respecto Whyte and Nagata, 1990; Frolov et al.,1991; 
Frolov and Pankov, 1992; Nagata and Whyte, 1992; Fernández-Reiríz et al.,1993; Lubzens 
and Zmora, 2003; Ferreira, 2006 demostraron un rango entre 10,5 y 27%. De donde el 61-
80% es glucosa (como glicógeno), un 9-18% de ribosa y 0,8-7,0% de galactosa, manosa, 
deoxiglucosa, fucosa, y xilosa (Nagata and Whyte, 1992). La fracción orgánica hace más 
evidente la compartimentalización de los combustibles bioquímicos en Brachionus plicatilis 
además de ser evidente que la calidad del alimento vía la diversidad de los medios de 
cultivo, promovió la calidad proximal del rotífero. Es sabido además que la ración alimenticia 
afecta la tasa reproductiva del rotífero y su contenido de proteínas, lípidos y carbohidratos. 
Støttrup and Attramadal, 1992; Mourente et al.,1995 demuestran que la calidad nutricional 















En lo que concierne al valor calórico (VC) por el rotífero, con base en la calidad 
nutricional de Isochrysis galbana var. T-iso, vía los diferentes medios de cultivo, se 
observaron los siguientes valores: 54,79x107J.rotífero-1 (rAITiso4=ALGAL), 
58,50x107J.rotífero-1 (rAARTiso4), 69,20x107J.rotífero-1 (rADHA4), 72,46x107J.rotífero-1 
(rADHA8), 72,62x107J.rotífero-1 (rADHA16) indicándonos la existencia de diferencias 
altamente significativas (p=0,001) entre los tratamientos y con respecto al control (p<0,05) 
excepto entre las condiciones rADHA8 y rADHA16 (tabla 1). Indicar que en el capítulo 4 de 
la presente disertación rotíferos alimentados con las condiciones silicio, zinc, y hierro 
mostraron un VC en torno a 65,70-66,65 x107J.rotífero-1; valores que fueron inferiores a los 
obtenidos con rADHA4, 8 y 16; en tanto condiciones como azufre (93,23x107J.rotífero-1), 
cobre (93,06x107J.rotífero-1) y selenio (77,75 x107J.rotífero-1) demostraron un mejor 















rAITiso4 rAARTiso4 rADHA4 rADHA8 rADHA16












% Proteinas % Lípidos % Carbohidratos  
Figura 6.- Fracción orgánica de proteínas, 
lípidos y carbohidratos en Brachionus 
plicatilis alimentado con Isochrysis galbana 
var. T-iso cultivada con diferentes 
formulaciones  
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Fernández-Reiríz et al.,1993; Lubzens and Zmora, 2003, mencionan que el valor 
calórico encontrado en los rotíferos dependerá de la dieta en un rango de 134x107J.rotífero-1 
con levadura de cerveza y 200x107J.rotífero-1 después de 6 h de enriquecimiento con 
boostings. Revelando nuestros resultados que la calidad del alimento en el rotífero promovió 
diversos grados de calidad en el VC. 
 
En lo que corresponde al peso seco (PS) por rotífero, en base a la microalga cultivada 
con las diferentes formulaciones, expresó los siguientes valores: 211,37 ng.rotífero-1 
(rAITiso4=ALGAL), 227,05 ng.rotífero-1 (rAARTiso4), 269,38 ng.rotífero-1 (rADHA4), 
277,96 ng.rotífero-1 (rADHA8) y 279,46 ng.rotífero-1 (rADHA16) (figura 7a y tabla 1); 
indicando la existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las 
condiciones y con respecto al control (rAITiso4=ALGAL) (p<0,05). Mencionar que en el 
capítulo 4 de la presente, rotíferos alimentados con los tratamientos silicio (261,58 
ng.rotífero-1), zinc (262,63 ng.rotífero-1) y hierro (262,78 ng.rotífero-1) estuvieron por debajo 
de rADHA4, 8 y 16 (tabla 1), en tanto que azufre (374,05ng.rotífero-1), cobre 
(372,05ng.rotífero-1), selenio (308,18ng.rotífero-1), calcio (289,75ng.rotífero-1) y magnesio 
(294,12ng.rotífero-1) mostraron superior rendimiento. Observar que la condición rADHA con 
diferente concentración de nutrientes (4, 8 y 16mM) la evolución del PS mostró un 
coeficiente de correlación r2 de 0,86 (con ajuste a una tendencia lineal positiva) (figura 7b). 
Valores de peso seco que se correspondieron con la evolución de el peso orgánico 
(proteínas+lípidos+carbohidratos ng.rotífero-1), 204,82, 219,82, 259,92, 267,81 y 269,07 
ng.rotífero-1 respectivamente; y por ende con el contenido de materia orgánica por rotífero 
(tabla 1). Lubzens et al.,1989 mencionan en sus investigaciones con Brachionus plicatilis que 
su valor nutricional dependerá de su peso seco, valor calórico y composición bioquímica; la 
cual es reflejo de la cantidad y calidad de su alimento. 
 
Ferreira, 2006 en su estudio sobre alimentación con Isochrysis galbana var. T-iso 
cultivada con el medio algal y diferente tasa de renovación, consiguió entre 207,86 y 296,92 
ng.rotífero-1 de peso seco, resultados que son cercanos al presente estudio. Matsumoto et 
al.,2009 indican en su estudio que diferentes concentraciones de zinc enriqueciendo 
rotíferos, muestran inferir sobre el crecimiento del organismo ya que la longitud de la lorica 
varío entre los 229 y 247μm.  
 
El peso seco de un rotífero es muy variable, en la literatura es frecuente hallar 
valores entre 300 y 600 ng, por lo que es evidente que en base a calidad del alimento vía la 
complejidad elemental de las formulaciones probadas en este estudio, es que se observó un 
efecto en la variación del peso seco por rotífero y no la ración diaria de Isochrysis galbana 
var. T-iso la cual siempre fue constante (30,000 cel.rotífero-1) y que además satisfació las 
necesidades del rotífero. Theilacker and Kimball, 1984: Lubzens et al.,1989 indican que el 
peso seco del rotífero dependerá por sobre todo del tamaño y estado nutricional en el rango 
de 120-360 ng.rotífero-1 excluyendo los huevos; sin embargo con abundante alimento de 
calidad en su periodo de vida, las hembras pueden llegar a pesar 620 ng.rotífero-1. Yufera et 
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al.,1997 demuestran que el peso seco de Brachionus plicatilis se encuentra dependiendo de 
la calidad del alimento y tasa reproductiva entre 600 y 800 nanogramos por individuo. 
Moreno-Garrido et al.,1999 han informado que microalgas previamente enriquecidas por 1 o 
2 días con cobre influyen sobre el incremento en biomasa del rotífero. Sayegh et al.,2007 
alimentando rotíferos con 4 diferentes cepas de Isochrysis galbana obtiene pesos secos en 
torno a 300 y 400 ng.rotífero-1 donde el mejor peso lo obtuvo con Isochrysis galbana var. T-
iso. 
 
En cuanto a el contenido de cenizas por rotífero como se puede observar en la figura 
7a y tabla 1 vario con respecto al medio de cultivo con el que fue cultivada Isochrysis 
galbana var. T-iso, donde el medio control mostró 6,45 ng.rotífero-1 (rAITiso4=ALGAL), en 
tanto que los medios rAARTiso4, rADHA4, rADHA8 y rADHA16 mostraron 7,23, 9,46, 
10,15 y 10,39 ng.rotifero-1 respectivamente; indicando la existencia de diferencias altamente 
significativas (p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control (rAARTiso4) 
(p<0,05) excepto entre las condiciones rADHA8, y rADHA16. Expresar que con respecto a 
la condición ADHA con diferente concentración de nutrientes (4, 8 y 16mM) la evolución de 
cenizas en el rotífero reveló un coeficiente de correlación r2 de 0,93 (con ajuste a una 
tendencia lineal positiva) (figura 7b). Matsumoto et al.,2009 demuestran en sus estudios de 
incorporación de zinc en Brachionus plicatilis que el incremento en concentración del 














Figura 7.- (a) Contenido rotífero: peso seco, materia orgánica y cenizas (ng.rotífero-1) alimentado con 
Isochrysis galbana var. T-iso en cultivo semicontinuo con diferentes medios de cultivo. (b) Correlación 
concentración nutrientes medio de cultivo rADHA. Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación 
múltiple de Tukey), existe diferencia altamente significativa (p<0,05). 
 
La incorporación de Mg2+, Ca2+, Si4+, Se2-, Fe3+, S2-, Zn2+ y Cu2+ por Brachionus 
plicatilis vía Isochrysis galbana var. T-iso, cultivada con las diferentes formulaciones, se 
puede observar en la figura 8 a-b y figuras 9 a-b y tablas 2-3; donde las cantidades de 
incorporación en el rotífero fueron muy variables dependiendo del medio de cultivo, lo que 
nos indicó la existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las 


















Peso seco Materia orgánica Cenizas


















































0 1 2 3 4
Concentración mM Nutrientes. rADHA 

























Peso seco Materia orgánica Cenizas
b
Capitulo 9: Evaluación poblacional, modificación bioquímica e incorporación de elementos por Artemia 
franciscana y Brachionus plicatilis, por enriquecimiento con I. galbana var. T-iso, cultivada con 
AARTiso y ADHA. 
 359
de cenizas reportados en todas las condiciones de cultivo, que además son evidentes en el 
comportamiento del peso seco y orgánico del rotífero vía el alimento. Un incremento en la 
cantidad de los elementos-ingredientes de los medios de cultivo, se vio reflejado en la 
microalga (capítulo 6) y por ende en el siguiente nivel trófico (rotífero), provocando por 
tanto un descenso del peso orgánico acompañado de variaciones en el peso seco del rotífero 
(tabla 1).  
 
El comportamiento de incorporación de los elementos en base a su concentración por 
organismo fue el siguiente: S2->Ca2+>Mg2+>Fe3+>Zn2+>Si4+>Se2->Cu2+rAITiso4, en tanto 
que para rAARTiso4 fue Ca2+>S2->Mg2+>Zn2+>Fe3+>Si4+>Se2->Cu2+, rADHA4 S2-
>Ca2+>Mg2+>Si4+>Fe3+>Zn2+>Se2->Cu2+, y rADHA8, y rADHA16 S2-
>Ca2+>Mg2+>Si4+>Zn2+>Fe3+>Se2->Cu2+. Demostrar que en el caso del medio de cultivo 
ADHA con diferente concentración de nutrientes (4, 8, 16mM) se obtuvieron coeficientes de 
correlación en la incorporación de S2-, Ca2+,Mg2+, Fe3+Ca2+ de r2=0,99, 0,86, 0,96 y 0,98 
respectivamente en todos los casos con ajuste a una tendencia lineal positiva (figura 10a). 
Por lo respecta al Zn2+, Si4+, Se2- y Cu2+ mostraron una r2 de 0,93, 0,98, 0,99 y 0,97 
comparativamente con ajuste a una tendencia lineal positiva en todos los casos (figura 10b). 
 
Los invertebrados acuáticos pueden acumular ciertos elementos lo cual dependerá de 
la biodisponibilidad vía su alimento (Wang and Fisher, 1999a) . Recientemente, estudios han 
demostrado que más del 50% de ciertos elementos en los organismos marinos se han 
obtenido exclusivamente a partir de la dieta (Wang and Fisher, 1998). Esto es especialmente 
cierto (>95%) para el selenio (Wang and Fisher 1998, 1999b). Recientemente más y más 
atención se ha dedicado al estudio de la acumulación de elementos por las microalgas y su 
posterior transferencia a copépodos marinos (Wang and Dei, 2001a; Wang et al.,2001). 
Estos estudios han indicado que el enriquecimiento de nutrientes puede provocar un 
aumento de la absorción de elementos por las microalgas y su posterior transferencia a 
copépodos (Wang et al.,2007).  
Hamre et al.,2008 demostraron un aumento de la supervivencia de larvas de cod 
(bacalao) hasta un 32% durante el periodo de alimentación con rotíferos enriquecidos con 
iodo y selenio, además de que la concentración de micronutrientes en las larvas aumento en 
respuesta al enriquecimiento con selenio, pero no en respuesta al enriquecimiento con yodo. 
 Matsumoto et al.,2009 mencionan que un incremento de la concentración de zinc en 
el rotífero alimentado con Chlorella, obedeció al previo enriquecimiento de la microalga con 
este elemento en cortos periodos de tiempo. Comportamiento similar ocurrió en el presente 
estudio cuando se empleo la condición de cultivo del rotífero rADHA con diferente 
concentración de nutrientes (4, 8, 16mM), ajustándose dicha conducta a una tendencia lineal 
positiva (r2=0,86). 
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Figura 8.-Incorporación de elementos por Brachionus plicatilis alimentado con Isochrysis galbana var. 
T-iso en cultivo semicontinuo y tasa de renovación del 30%.día-1 con rAARTiso4 y rAITiso4: (a) S2-, 
Ca2+, Mg2+, (b) Zn2+, Si4+, Se2-, Fe3+, Cu2+. Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple 
















Figura 9.-Incorporación de elementos por Brachionus plicatilis alimentado con Isochrysis galbana var. 
T-iso en cultivo semicontinuo y tasa de renovación del 30%.día-1 con AITISO4, ADHA4, 8 y 16mM: 
(a) S2-, Ca2+, Mg2+, Fe3+, (b) Zn2+, Si4+, Se2-, Cu2+. Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación 
múltiple de Tukey), existe diferencia altamente significativa (p<0,05). 
 
Existe poca información sobre a composición mineral de los rotíferos así mismo sobre 
el efecto de la dieta sobre esta, pero algunos resultados sugieren que alimentar rotíferos con 
Nannochloropsis sp incrementa ligeramente su contenido de sodio, potasio, zinc, cobre y 
manganeso (Watanabe et al., 1983). Ferreira, 2006 enriqueciendo rotíferos en periodos de 8 
días con Nannocloropsis gaditana e Isochrysis galbana var. T-iso indica, que dependiendo de 
la microalga empleada será el grado de acumulación de diferentes macro y microelementos, 
además de que el contenido de estos tiende a incrementarse en la medida en que se 
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periodos de enriquecimiento por 24h con Isochrysis galbana var. T-iso es mayor el contenido 
de microelementos como el Mn, Cu, Cr, Co, Ni, Fe, Si, y de macroelementos como el Mg, K, 
Ca, S, P, y Zn; que en rotíferos cultivados con la misma microalga por 8 días. Normalmente 
poca atención se ha prestado a la nutrición mineral de organismos acuáticos, algunos 
autores no lo consideran un factor determinante del valor nutritivo de la dieta (Watanabe et 
al., 1983). Sin embargo Robin, 1989 consiguió incrementar el crecimiento de larvas de 
rodaballo enriqueciendo rotíferos con una mezcla de minerales. La forma y concentración en 
la que se suministra un determinado elemento dada su importancia en procesos fisiológicos, 
metamórficos y de supervivencia es de crucial importancia en su bioacumulación a través de 
la cadena trófica. Ferreira, 2006 menciona en su disertación que es de relevante importancia 
tener en cuenta la biodisponibilidad de los elementos traza en el momento de formular los 
medios nutritivos ya que puede ser importante para mejorar la composición bioquímica de 
los organismos que forman parte de la cadena nutritiva en acuacultura, como resulto 
evidente en el presente estudio. El cultivo y crecimiento de rotíferos en circunstancias 
artificiales, como las encontradas en las hatcheries de peces marinos puede conducir a la 
falta de concentraciones adecuadas de diversos elementos importantes en el rotífero como 
alimento vivo debido a la limitación en la variedad de alimentos disponibles. Moreno-Garrido 
et al.,1998, 1999 informan que las microalgas acumulan grandes cantidades de elementos 
como el cobre el cual no segregan al medio de cultivo hasta después de algún tiempo. Por lo 
que Matsumoto et al.,2009 mencionan que la microalga Chlorella enriquecida con zinc puede 
ser utilizada como material para el enriquecimiento de rotíferos, tal y como fue evidente en 














Figura 10.- Coeficientes de correlación en la incorporación de elementos por Brachionus plicatilis 
alimentado con Isochrysis galbana var. T-iso en cultivo semicontinuo y tasa de renovación del 30%.día-1 
con el medio ADHA4, 8 y 16mM: (a) S2-, Ca2+, Mg2+, Fe3+, (b) Zn2+, Si4+, Se2-, Cu2+. Media ± SD (n=3). 
 
El contenido de ácidos grasos en Brachionus plicatilis mostró la misma calidad que 
Isochrysis galbana var. T-iso (Ferreira 2006, Ferreira et al.,2008), cultivada con 
AITiso4=ALGAL, AARTiso4, ADHA4, ADHA8 y ADHA16; donde los ácidos grasos (AG) 
más abundantes entre un 10,82 y 22,09% están representados por el 14:0, 16:0 y el 
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alimentados con la misma haptofita (capítulo 4) cultivada con el medio de cultivo ALGAL 
reconstituido parcialmente con diferentes metales y metaloides con 13 y 26%, estimándose 
en conjunto en un 51,34-65,55% del total de los AG, contra los 46,85-57,93% del presente 
estudio. Observar además que la condición rADHA con diferente concentración de nutrientes 
(4, 8 y 16mM) mostró una correlación negativa en abundancia de un 57,93 a un 46,85%. 
Otros AG monoinsaturados y poliinsaturados de cadena corta entre un 1,71 y 9,38% son el 
16:1(n-7), 18:0, 18:1(n-7), 18:2(n-6), 18:3(n-3) y 18:4(n-3), resultados muy cercanos en 
cantidad y calidad a los obtenidos en el capítulo 4 con 5 y 9%; en tanto ácidos grasos con 
más de 20 carbonos que representan un rango de 0,40-5,38% son el 20:1(n-9), 20:3(n-5), 
20:4(n-6), 20:4(n-3), 20:5(n-3), 22:5(n-3) y 22:6(n-3), valores que se encuentran dentro 
los conseguidos en el capítulo 4 con 0,25-7,50%. Destacar que el ácido graso 22:5(n-3) en 
el rotífero alimentado con las condiciones AARTiso4(0,78%), ADHA4(0,58%), 
ADHA8(0,62%) y ADHA16(0,70%) mostró un mejor rendimiento con respecto a la 
condición control AITiso4=ALGAL (0,52%) (tabla 4). Así mismo con el ácido graso 
eicosapentaenoico 20:5(n-3) indico una presencia de AARTiso4(0,66%), ADHA4(0,40%), 
ADHA8(0,54%) y ADHA16(0,68%) mostrando un mejor rendimiento con respecto a la 
condición control AITiso4=ALGAL (0,47%); donde rotíferos alimentados con la condición 
ADHA en concentración de nutrientes 4, 8 y 16mM indican un índice de correlación r2=1 
(con ajuste a una tendencia lineal positiva) (figura 11b). 
 
Las diferentes formulaciones (AARTiso4, ADHA4, ADHA8 y ADHA16) en el rotífero 
vía Isochrysis galbana var. T-iso, demostraron diversos grados de evolución respecto a 
incrementar o decrecer porcentualmente tales AG. Siendo un hecho que en base a la 
concentración del ácido mirístico (14:0), palmítico (16:0) y palmitoleico (16:1(n-7) es que 
fue posible la elongación y desaturación de la cadena de carbonos de los ácidos grasos vía 
dos sistemas enzimáticos como la acetyl-coA y ácido graso sintetaza (Huang et al.,2010) 
bondad característica de los rotíferos los cuales pueden sintetizar otros ácidos grasos de 
novo de cadena más larga, importantes y de concentración apreciable en el rotífero (Lubzens 
et al.,1985; Gurr et al.,2002; Shin et al.,2008; Matsumoto et al.,2009), como lo fueron el 
18:0, 18:1(n-9), 18:1(n-7), 18:2(n-6), 18:3(n-3), 18:4(n-3) y 20:1(n-9) que originaron 
series de otros AG poliinsaturados de cadena aun más larga como el 20:3(n-5), 20:4(n-6), 
20:4(n-3), 20:5(n-3), 22:5(n-3) y 22:6(n-3) (tabla 4). Reitan et al.,1993 demostraron una 
mejoría significativa en el crecimiento, supervivencia y viabilidad de larvas de rodaballo a la 
metamorfosis, por la adición de determinadas microalgas ricas en ácidos grasos altamente 
poliinsaturados (PUFAs) a rotíferos. Sugiriendo que las microalgas contribuyen a la mejoría 
de los lípidos, especialmente el EPA y DHA, y el contenido en proteínas de los rotíferos (Øie 
et al.,1997) ya que los rotíferos por naturaleza son pobres en los requerimientos de PUFAs 
para estadios larvales tempranos (Bell et al.,2003). En el presente estudio destaca por su 
concentración el ácido graso docosahexaenoico (DHA) el cual es importante en equilibrio con 
el EPA y ARA (ácido araquidónico) en procesos de metamorfosis pigmentación y 
supervivencia en etapas tempranas de desarrollo larval (Sargent et al.,1995, 1997, 1999); el 
cual fue acumulado de la siguiente manera: 4,19%(rAITiso4=ALGAL), 5,38%(rAARTiso4), 
4,04% (rADHA4), 5,25% (rADHA8) y 4,42% (rADHA16) indicándonos la existencia de 
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diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control 
(p<0,05), ver tablas 4 y figura 11a. Indicar que los rotíferos alimentados con la condición 
ADHA con diferente concentración de nutrientes revelaron un coeficiente de correlación r2 de 
1 (con ajuste a una tendencia polinomial negativa) (figura 11b) respecto a la concentración 
de DHA. La presencia de dicho AG obedeció a la desaturación y elongación del AG 22:5n-3 
(docosapentaenoico) el cual mostró una concentración en el rango de 0,52 al 0,78% (tabla 
4). Los valores de DHA descritos en el presente estudio, se encuentran por debajo de los 
obtenidos por Ferreira 2006, quien obtuvo valores en torno al 8 y 11% en Brachionus 
plicatilis alimentados con la misma microalga que el presente estudio con diferentes tasas de 
renovación e intensidad lumínica moderada. Es evidente que la constitución del medio de 
cultivo de la microalga trae consigo una gran variabilidad de sus lípidos totales así como de 
los AG totales específicamente el DHA. Sin embargo Matsumoto et al.,2009 demuestran que 
altas concentraciones de zinc vía la cadena trófica disminuyen la concentración de DHA en el 
rotífero en torno al 8 y 6 %. 
 
Los ácidos grasos pueden proveer de información sobre el tipo y calidad de dieta 
ingerida (Dalsgaard et al.,2003). Matsumoto et al.,2009 mencionan que la inclusión de 
determinadas cantidades de zinc así como de otros elementos traza influyen sobre la riqueza 
de ácidos grasos de la microalga Chlorella que influye a su vez sobre la calidad del rotífero el 
cual además funciona como un vehículo para que el zinc cubra los requerimientos funcionales 
de larvas de peces marinos, así como supervivencia (Hamre et al.,2008) con elementos 
como el yodo y selenio los cuales incrementan la concentración de los ácidos grasos en el 
rotífero. Johnston et al.,2008 indican la importancia de la nutrición mineral de elementos 
como el calcio, cobalto, cobre, hierro, magnesio, manganeso, zinc, en todo el ciclo biológico 
de peces marinos y sobre la calidad de huevos vía la vitelogenina lo que produce huevos con 















Figura 11. Contenido de DHA.rotífero-1 con diferentes medios de cultivo (a) y coeficientes de 
correlación DHA y EPA con rADHA4, 8 y 16mM(b) en Brachionus plicatilis alimentado con Isochrysis 
galbana var. T-iso en cultivo semicontinuo y una tasa de renovación del 30%.día-1. Media ± SD (n=3). 
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El contenido de AGT (ng.rotífero-1) que correspondió, del contenido lipídico de 
Brachionus plicatilis alimentado con Isochrysis galbana var. T-iso cultivada con diferentes 
formulaciones fue el siguiente: rAITiso4=ALGAL(25,04%), rAARTiso4(30,21%), 
rADHA4(29,51%), rADHA8(28,01%), rADHA16(28,80%); tales contenidos a excepción de 
de la condición control (rAITiso4=ALGAL) no se correspondieron con la dieta, ya que el 
contenido de AGT de la dieta (capítulo 6) estuvo por debajo con respecto al rotífero. Los 
presentes resultados fueron superados con respecto a los reportados en el capitulo 4 de la 
presente disertación en rotíferos cultivados con las condiciones Mg2+(32,06%), 
Ca2+(33,72%), Si4+(36,66%) y Zn2+(43,95%). Respecto a tales porcentajes autores como 
Teshima et al.,1987; Frolov et al.,1991; Nagata and White, 1992; Fernández-Reiriz et 
al.,1993; Rainuzzo et al.,1997; Lubzens et al.,2001, mencionan que cerca del 34-43% de los 
lípidos en rotíferos son fosfolípidos y un 20-55% son triacilgliceroles, con pequeñas 
concentraciones de monoacilgliceroles, diacilgliceroles, esteroles, esteres esteroles, y ácidos 
grasos libres. Los fosfolípidos y triacilgliceroles muestran similares perfiles de ácidos grasos, 
pero estos son grandemente afectados por los lípidos proveídos en la alimentación del 
rotífero (Rainuzzo et al.,1997). Es en base a nuestros resultados que observamos cuan 
importante y variable resultaron las diferentes formulaciones de cultivo en la modificación del 
perfil bioquímico en la cadena trófica. 
 
Volkman et al., 1989 y Devos et al.,2006 mencionan que tales porcentajes de AG 
respecto de los AGT son debidos a que Isochrysis galbana var. T-iso presenta una gran 
variedad de clases de lípidos (lípidos neutros, glucolípidos y fosfolípidos) por lo que una gran 
parte de estos son lípidos no formados por ácidos grasos (no acílicos), tales como esteroles, 
hidrocarburos, alquenonas o pigmentos. Lípidos no formados por ácidos grasos que más 
contribuyen al contenido lipídico en esta haptofita son las alquenonas, metil y etilalquenonas, 
alquenoatos, y alquenos de cadena larga entre 36 y 39 carbonos, frecuentemente con dobles 
enlaces (Volkman et al., 1989; Brown et al., 1993; Versteegh et al.,2001; Eltgoth et 
al.,2005). Los perfiles de ácidos grasos de los lípidos tanto neutros y fracciones glucolípidicas 
no son muy diferentes de la fracción lipídica total. Sin embargo, la fracción de fosfolípidos la 
mas importante muestra una muy diferente composición de ácidos grasos (Tocher et 
al.,2008). Devos et al.,2006 indican que una vez cuantificado la concentración de DHA en las 
diferentes clases de lípidos se pudo observar que los fosfolípidos representan un 75% del 
DHA total por célula. Dicha fracción relativamente baja de ácidos grasos, probablemente 
puede explicarse por altas fracciones de ácidos grasos inusuales, junto con un alto contenido 
de lípidos no formadores de ácidos grasos (Kayama et al.,1989). Es en base a nuestros 
resultados que observamos cuan importante y variable resulta ser la inclusión de diferentes 
elementos en la modificación del perfil bioquímico en la cadena trófica. 
 
Se encontraron importantes diferencias en la evolución porcentual y ng.rotífero-1 de 
los ácidos grasos saturados (AGS), monoinsaturados (AGM) y poliinsaturados (AGP), 
existiendo en todos los casos diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las 
condiciones de cultivo experimentadas (p<0,05) ver tabla 4 y figura 12a. Revelar que en el 
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caso del cultivo rADHA con diferente concentración de nutrientes (4, 8 y 16mM) la evolución 
de dichos ácidos grasos expresó coeficientes de correlación r2=0,93(AGP), 0,51(AGS), 
0,97(AGM), con ajuste a una tendencia lineal positiva en el 1er caso y negativa en el 2do y 
3er caso (figura 12b). 
 
Se observó un incremento de los AGS y AGM de la condición rAARTiso4 con 
respecto a la condición rAITiso4=ALGAL; lo que correspondió con un incremento de los 
AGP del segundo caso sobre el primero; en tanto que con la condición rADHA con diferente 
concentración de nutrientes (4, 8 y 16mM) los AGS y AGM disminuyeron, para incrementarse 
los AGP, ver figuras 12a y tabla 4. Sin embargo solo las condiciones rADHA8(31,37%) y 
rADHA16(34,09%) mostraron un mayor rendimiento de los AGP sobre la condición control 















Figura 12. (a) Contenido porcentual de Ácidos grasos en Brachionus plicatilis alimentado con Isochrysis 
galbana var. T-iso en cultivo semicontinuo y una tasa de renovación del 30%.día-1 con diferentes medios 
de cultivo. (b) Coeficientes de correlación ácidos grasos, condición de cultivo rADHA4, 8 y 16mM. Media 
± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existe diferencias altamente 
significativas (p<0,05). 
 
Los AGP se subdividen en tres familias, mediante las cuales se derivan los procesos 
de elongación y desaturación mediante las series ω-9, ω-6 y ω-3; de los cuales las series 
importantes son la ω-3 y ω-6, así mismo la proporción entre estas dos series es de relevante 
importancia en el valor energético en cada uno de los niveles tróficos, aspecto que se ha 
descuidado en la nutrición de organismos marinos (Estévez et al.,1999), por lo que una 
mayor proporción de los ω-3 en la cadena trófica es imprescindible en efectivos mecanismos 
formadores de membrana durante la metamorfosis de organismos marinos (Reitan et 
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Es con base en lo referido anteriormente, que una vez analizadas las razones de 
ácidos grasos ω-3:ω-6 por rotífero se observaron diferencias significativas (p=0,001) entre 
las condiciones de experimentación (rAITiso4=ALGAL, rAARTiso4, rADHA4, rADHA8 y 
rADHA16) (p<0,05), excepto entre rAITiso4=ALGAL, rAARTiso4, y rADHA8 ver tablas 4 
y figura 13a. La proporción porcentual de los AG ω-3:ω-6 en los rotíferos estudiados se 
encontró entre 1,25:1% y 1,43:1% (tabla 4). Señalar que rotíferos alimentados con la 
misma haptofita que el presente estudio, cultivada con el medio ALGAL reconstituido 
parcialmente con calcio (1,87:1%), hierro (1,65:1%) y cobre (1,50:1%) (capítulo 4) 
revelaron mejor rendimiento comparado con la condición rADHA16 (1,43:1%). Indicar que 
tal proporción ω-3:ω-6 en los rotíferos rADHA8 y rADHA16 estuvo por encima (26 y 45% 
respectivamente), con respecto a la hallada en la dieta (capítulo 6). Se consiguió un índice 
de correlación r2=0,93 (figura 13b) con ajuste a una tendencia lineal positiva con el 
tratamiento rADHA respecto a dicha proporción, cuando se incremento la concentración de 















Figura 13. (a) Contenido porcentual de Ácidos grasos w3:w6 por rotífero alimentado con Isochrysis 
galbana var. T-iso en cultivo semicontinuo y tasa de renovación del 30%.día-1 con diferentes medios de 
cultivo. (b) Coeficiente de correlación ácidos grasos w3:w6 cultivo rADHA4, 8 y 16mM. Media ± SD 
(n=3). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existen diferencias altamente significativas 
(p<0,05). 
 
Un aspecto importante desde el punto de vista nutricional en niveles superiores de la 
trama trófica alimenticia; es la proporción que existe del total de los ácidos grasos, el ácido 
docosahexaenoico (22:6n-3 DHA), eicosapentaenoico (20:5n-3 EPA) y el ácido araquidónico 
(20:4n-6 ARA), tal proporción DHA:EPA:ARA es muy importante en la alimentación de las 
primeras etapas de desarrollo larval, debido a que son los mayores fosfolípidos, 
componentes de membranas. Estos ácidos grasos son necesarios para un apropiado 
desarrollo neural de la retina y cerebro (Sargent et al.,1997, 1999b; Benítez-Santana et 
al.,2007) y jugar un papel esencial en la metamorfosis, pigmentación y resistencia al estrés 
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1994; Weirich and Reigh, 2001; Bell et al.,2003). Se ha sugerido una proporción óptima de 
DHA:EPA:ARA de 1,8:1,0:0,12 para larvas de rodaballo (Sargent et al.,1999). 
 
En los peces planos, la metamorfosis y el desarrollo de la pigmentación son 
controlados a nivel nervioso y neuroendocrinologico. En consecuencia, la producción anormal 
de eicosanoides en el cerebro como resultado de la alteración de los niveles de ARA y EPA 
trae consigo graves consecuencias para el desarrollo y la metamorfosis de las larvas de 
peces planos, incluyendo su anormal pigmentación; por lo que la proporción de DHA:EPA que 
promueve la formación de membranas a nivel celular sobre la proporción de ARA deberá ser 
siempre superior (Estévez et al.,1999; Sargent et al.,1999; Bell et al.,2003).  
 
Brachionus plicatilis alimentado con Isochrysis galbana var. T-iso, modificada 
bioquímicamente mediante las diferentes formulaciones de cultivo, mostró la posibilidad de 
alterar en el rotífero la proporción rDHA:ARA de la siguiente manera: 0,84:1% 
(rAITiso4=ALGAL), 1,37:1% (rAARTiso4), 1,01:1% (rADHA4), 1,21:1% (rADHA8) y 
1,35:1% (rADHA16) ver tablas 4 y figura 14a; indicándonos la existencia de diferencias 
significativas (p=0,001) entre las condiciones de experimentación y con respecto a el control 
(rAITiso4=ALGAL p<0,05). Además fue posible observar que la condición rADHA con 
diferente concentración de nutrientes (4, 8 y 16mM) se ajusto a una tendencia lineal positiva 
en el incremento de la proporción rDHA:ARA con una r2=0,98 (figura 14b). Tales resultados 
estuvieron por debajo de los descritos en el capítulo 4 de la presente disertación en rotíferos 
con los tratamientos cobre (1,53:1%), hierro (1,58:1%), silicio (1,47:1%) y zinc (1,42:1%). 
 
Estévez et al.,1999 encuentra una clara relación en la proporción DHA:ARA de los 
lípidos totales del cerebro de larvas de rodaballo sobre el porcentaje de pigmentación 
indicando que a mayores razones DHA:ARA mejor será la pigmentación a nivel larval. 
Cavalin and Weirich, 2009 lograron una mejor transformación y supervivencia larvaria con 
rotíferos alimentados con Isochrysis sp en una proporción DHA:ARA de 1,37:1%. Matsumoto 
et al.,2009 en estudios de enriquecimiento en rotíferos con diferentes concentraciones de 
zinc vía Chlorella obtiene proporciones DHA:ARA entre 7,21 y 7,66:1%, en tanto que Hamre 
et al.,2008 enriqueciendo rotíferos de manera directa con una mezcla de yodo y selenio 
obtiene valores de 11,66:1% los cuales mejoraron significativamente la supervivencia en la 
larvas de Gadus morhua, observándose además que existe un incremento de los 
micronutrientes de las larvas en respuesta al enriquecimiento con selenio vía Brachionus 
plicatilis. Relaciones descritas en la presente disertación cubren eficientemente tales 
necesidades, mediante los rotíferos modificados por la microalga cultivada con diferente 
complejidad elemental, resultando que la adecuada nutrición mineral vía la cadena trófica 
resulta una excelente herramienta biotecnológica en la modificación de la calidad del 
alimento vivo. 
Capitulo 9: Evaluación poblacional, modificación bioquímica e incorporación de elementos por Artemia 
franciscana y Brachionus plicatilis, por enriquecimiento con I. galbana var. T-iso, cultivada con 















Figura 14. (a) Contenido porcentual de Ácidos grasos DHA:ARA por rotífero alimentado con Isochrysis 
galbana var. T-iso en cultivo semicontinuo y tasa de renovación del 30%.día-1 con diferentes medios de 
cultivo. (b) Coeficiente de correlación ácidos grasos rDHA:ARA con el medio de cultivo ADHA4, 8 y 
16mM. Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existen diferencias 
altamente significativas (p<0,05). 
 
Las diversas formulaciones de cultivo en Isochrysis galbana var. T-iso, de igual modo 
ejercieron un efecto en la relación DHA:EPA del rotífero la cual mostró los siguientes 
resultados: 7,17:1% (rAITiso4=ALGAL), 8,15:1% (rAARTiso4), 10,01:1% (rADHA4), 
9,72:1% (rADHA8) y 6,51:1% (rADHA16) indicando la existencia de diferencias altamente 
significativas (p=0,001) entre las condiciones de experimentación y con respecto al control 
(rAITiso4=ALGAL p<0,05) ver tablas 4 y figura 15a. Fue posible observar que la condición 
rADHA con diferente concentración de nutrientes (4, 8 y 16mM) se ajusto a una tendencia 















Figura 15. (a) Contenido porcentual de Ácidos grasos DHA:EPA por rotífero alimentado con Isochrysis 
galbana var. T-iso en cultivo semicontinuo y tasa de renovación del 30%.día-1 con diferentes medios de 
cultivo. (b) Coeficiente de correlación ácidos grasos rDHA:EPA con el medio de cultivo ADHA4, 8 y 
16mM. Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existen diferencias 
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Los peces marinos contienen grandes cantidades de ácido docosahexaenoico (22:6 n-
3 DHA) eicosapentaenoico (20:5n-3 EPA) en los fosfolípidos de las membranas celulares. Los 
peces marinos no pueden biosintetizar DHA de novo, ni de los precursores de cadena más 
corta, como es el ácido alfa-linolénico (18:3 n-3). Es por ello que, DHA y EPA serán 
componentes esenciales de la dieta en los peces marinos. El DHA está presente en 
concentraciones muy elevadas en las membranas de células neuronales y visuales, 
particularmente en las membranas celulares externas así como membranas sinaptosomales, 
en peces como en mamíferos (Sargent et al.,1997, 1999; Koven et al.,2001; Anderson and 
De Silva, 2003). Por lo tanto, una insuficiencia de DHA en la dieta en etapas larvales 
tempranas de peces marinos es que puede perjudicar el desarrollo neurológico y visual con 
graves consecuencias para una serie de procesos fisiológicos y de comportamiento 
incluyendo los que dependen neuroendocrinologicamente.  
Pigmentación anormal es común en los cultivos de larvas de peces planos marinos, y 
se puede mejorar sustancialmente rectificando el nivel de DHA en las larvas mediante el 
alimento vivo (Kanazawa et al.,1981; Kanazawa, 1993; Reitan et al.,1994b; McEvoy et al., 
1998b). Se ha considerado que la mal pigmentación puede ser consecuencia de un mal 
funcionamiento neuronal o visual, por ejemplo, de procesamiento anormal de las señales 
visuales, ya sea en el propio ojo, o posteriormente en el cerebro, desde la producción 
anormal de la hormona estimulante de melanocitos en el cerebro, de frente a perturbaciones 
en las conexiones sinápticas entre los nervios y el melanóforos en la piel. El síndrome de mal 
pigmentación es causado por una deficiencia de DHA o un exceso de EPA, por lo que diversos 
autores han documentado la importancia de una alta razón DHA:EPA (Kraul, 1993; Mourente 
et al.,1993; Reitan et al.,1994b; Lavens et al.,1995). 
 
Destacar que la proporción DHA:EPA encontrada en los rotíferos con las diferentes 
formulaciones de cultivo de Isochrysis galbana var. T-iso supera lo reportado por Reitan et 
al.,1994b en Sargent et al.,1999 donde logra eliminar la mal pigmentación de larvas de 
rodaballo incluyendo aceite refinado de atún rico en DHA en proporción DHA:EPA ≥2:1%. Es 
de destacar que esta es esencialmente la misma proporción de DHA:EPA que existe en la 
yema de los muchos huevos y larvas de peces marinos (Tocher and Sargent, 1984). 
Rodríguez et al.,1997 observaron significativamente una alta tasa de crecimiento en larvas 
de sea bream alimentadas con rotíferos con relaciones DHA:EPA 1,5:1% con respecto a 
larvas alimentadas con razones 0,6:1%. 
 
Sui et al.,2007 observo que en larvas de cangrejo chino Eriocheir sinensis 
proporciones dietarias DHA:EPA de 0,68:0,28 mostraban un inferior desarrollo larval y 
supervivencia con respecto a tratamientos con altas proporciones dietarias DHA:EPA de 
2,85:1,17; lo que indica que altos niveles de ácidos grasos altamente poliinsaturados y en 
correcto balance DHA y EPA mejoran la respuesta larval al estrés. Por otra parte George et 
al.,2008 empleando a la microalga Isochrysis galbana var. T-iso como dieta en el cultivo de 
larvas del equinodermo Dendraster excentricus obtuvieron buen crecimiento, metamorfosis y 
desarrollo con razones DHA:EPA 7,43:1%. Ferreira 2006, alimentando rotíferos con 
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Isochrysis galbana var. T-iso con diferentes tasas de renovación solo obtuvo valores entre 
2,09 y 4,93:1% valores 2 y 3 veces por debajo de los obtenidos en el presente estudio. 
Hamre et al.,2008 enriqueciendo rotíferos con una mezcla de yodo y selenio logra una 
proporción DHA:EPA de 1,7:1%. Roo et al.,2009 mencionan que enriqueciendo rotíferos con 
DHA de manera que este se encuentre entre el 1,8 y 4,7% del total AGT en el rotífero es 




El progreso de la tasa de alimentación de Artemia franciscana con Isochrysis galbana 
var. T-iso en cultivo semicontinuo con diferentes formulaciones (aAITiso4=ALGAL, 
aAARTiso4, aADHA4, aADHA8 y aADHA16), desde metanauplio (1 Día Después de la 
Eclosión DDE) a preadulto (7 DDE), finalizando con el proceso de apareamiento (9 DDE) 
mostró un incremento en la ración alimenticia de 0,3x106cel.mL-1 a 6,0x106cel.mL-1 por 
organismo (figura 16) comportamiento similar fue descrito por Evjemo et al.,2000 evaluando 
la cinética de asimilación de Isochrysis galbana var. T-iso en diferentes estadios de 
crecimiento de Artemia; lo cual dependió de la transparencia del medio de cultivo, de esta 
manera todo el alimento adicionado diariamente fue ingerido por Artemia (Abreu-Grobois et 
al.,1991;Sorgeloos et al.,1994). Se observó en los días 2 y 3 de cultivo una lenta filtración 
de la ración alimenticia, corroborada en el conteo celular y transparencia en el medio de 
cultivo. Tal comportamiento pudo ser debido a manipulación, causante de estrés del 
organismo, un factor más la ración alimenticia, la cual pudo haber sido excedida en esos 
primeros días de cultivo (Evjemo et al.,2000); al respecto D’Agostino, 1980; Patiño, 1995 
recomiendan una ración alimenticia inicial de 25μg de microalgas (peso seco x metanauplio 
de Artemia), aunque en el presente estudio solo se administro en el inicio 3,89μg 
(aAITiso4=ALGAL), 5,89μg (aAARTiso4), 5,95μg (aADHA4), 6,58μg (aADHA8) y 8,70μg 
(aADHA16) de microalgas por organismo debido al peso seco celular de Isochrysis galbana 
var. T-iso cultivada con diferentes formulaciones (tablas 5), considerando lo descrito por 
Nimura 1963 el cual menciona que elevadas tasas de ingestión pueden retrazar el 
crecimiento de Artemia. Ulterior a este periodo (figura 16) la tasa de filtración de Artemia 
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Figura 16.- Evolución del consumo (106cel.mL-
1) de Isochrysis galbana var. T-iso (cultivada 
con diferentes formulaciones) por 
metanauplios, preadultos y adultos de Artemia 
franciscana 
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Tocante a la supervivencia de Artemia al T9 alimentada con Isochrysis galbana var. 
T-iso cultivada y enriquecida mediante diferentes medios de cultivo, reveló diferencias 
altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de experimentación y con respecto 
al control (aAITiso4=ALGAL p<0,05) ver figura 17a y tabla 5; encontrándose valores de 
67% (aAITiso4=ALGAL), 82% (aAARTiso4), 73% (aADHA4), 85% (aADHA8) y 84% 
(aADHA16). Observándose una correlación r2=0,71 cuando Artemia fue alimentada con la 
condición ADHA con diferente concentración de nutrientes (4, 8 y 16 mM) ver figura 17b. 
Indicar que tales valores de supervivencia fueron inferiores comparándoles con Artemia 
cultivada con Isochrysis galbana var. T-iso cultivada con el medio de cultivo “ALGAL” 
reconstituido parcialmente con azufre (88%), zinc (90%), cobre (93%) y hierro (91%) 
(capítulo 4).  
Evjemo and Olsen 1999; Lora-Vilchis et al.,2004 con Isochrysis galbana var. T-iso y 
la diatomea Chaetoceros gracilis obtiene una supervivencia entre el 86% y 93%. En tanto 
que Seixas et al.,2009; Ronsón-Paulín et al.,2009 con diferentes microalgas obtienen 
porcentajes en torno al 18 y 88%. Por otra parte Dhont and Van Stappen, 2003 indican en 
diversos sistemas de cultivo en los mismos tiempos que el presente estudio, supervivencias 
en torno al 45 y 82%. Por otra parte Anh et al.,2009 en cultivos extensivos con alimentación 
en base al método de aguas verdes al día 11 de cultivo mostró solo supervivencias entre 52 
y 54%. La variabilidad en la supervivencia de Artemia franciscana dependió como se puede 
observar del enriquecimiento y calidad de la microalga con que fue alimentada, la cual 
además influyo en el tiempo en el cual Artemia llego a su etapa adulta (7 DDE) y con ella al 
apareamiento (9 DDE) del 100% de los adultos, donde las hembras ya poseían desarrollado 
el ovisaco. Anh et al.,2009 en cultivos extensivos con alimentación en base al método de 















Figura 17.- Supervivencia de Artemia franciscana alimentada con Isochrysis galbana var. T-iso 
(cultivada y enriquecida con diferentes medios de cultivo) (a) y coeficiente de correlación supervivencia 
con las condiciones ADHA 4, 8 y 16mM. Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple de 
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Los adultos de Artemia franciscana al T9 de experimentación alcanzaron la siguiente 
longitud total (LT) por organismo: 5,44mm (aAITiso4=ALGAL), 7,71mm (aAARTiso4), 
6,53mm (aADHA4), 8,64mm (aADHA8) y 8,67mm (aADHA16), indicando los resultados la 
existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de 
experimentación y con respecto a el control (p<0,05) excepto entre las condiciones aADHA8 
y aADHA16 ver figura 18a. Subrayar que se logro obtener un índice de correlación r2=0,76 
con una tendencia lineal positiva en la LT cuando Artemia fue alimentada con la condición de 
cultivo ADHA con diferente concentración de nutrientes (4, 8 y 16mM), ver figura 18b. 
Mencionar además que los presentes resultados superan en rendimiento a los obtenidos en el 
capítulo 4; los cuales estuvieron en torno a 4,01 y 5,20 mm-1 por adulto de Artemia. 
 
Los resultados del presente estudio superan los 5,00 mm-1 reportados por Evjemo 
and Olsen 1999, en 8 días de cultivo con I. galbana var. T-iso, Lora-Vilchis et al.,2004 
alimentando Artemia por 7 días con Isochrysis galbana var. T-iso obtuvo tallas de solo 4,2 
mm-1. En tanto que Seixas et al.,2009 alimentando con Rhodomonas lens, Tetraselmis 
suecica, Isochrysis galbana y Nannocloropsis gaditana al T8 obtuvo LT en torno a 1,5 y 4,9 
mm-1. Por otra parte Anh et al.,2009 en cultivos extensivos con alimentación en base al 
método de aguas verdes demostró valores superiores a las condiciones aADHA8 (8,64mm) 
y aADHA16 (8,67mm) pero al día 14 de cultivo, demostrando LT en el rango de 8,8 y 
9,4mm, en tanto que Ronsón-Paulín et al.,2009 al día 14 de cultivo con Tetraselmis suecica, 
Nannocloropsis sp y mezcla de estas con y sin probióticos obtiene tallas entre 5,2 y 7,65 mm 
por individuo.  
 
Sin embargo Dhont and Van Stappen, 2003 citan que después de 2 semanas de 
cultivo con diferentes dietas vivas o inertes es posible que los preadultos o adultos de 
Artemia en promedio posean una longitud de 5 mm. Fábregas et al.,1996, 1998; Evjemo and 
Olsen, 1999, señalan que diferentes concentraciones de alimento influyen sobre el 
crecimiento y la reproducción de Artemia franciscana; en el presente estudio para todas las 
condiciones probados, las tasas de alimentación fueron las mismas (300,000 cel.organismo-1 
Nimura, 1980), alterando solo la calidad de la dieta vía la complejidad mineral de las 
formulaciones probadas, lo que nos demostró que la variabilidad de tallas es reflejo de la 
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Figura 18.- Longitud total (LT) de Artemia franciscana alimentada con Isochrysis galbana var. T-iso 
(cultivada y enriquecida con diferentes medios de cultivo) (a) y coeficiente de correlación LT con las 
condiciones ADHA 4, 8 y 16mM. Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), 
existe diferencia significativa (p<0,05) 
 
En lo que se refiere a la tasa de conversión alimenticia (TCA) y porcentaje de 
eficiencia de crecimiento (%EC), por Artemia al tiempo T9, alimentada con Isochrysis galbana 
var. T-iso cultivada y enriquecida con las diferentes formulaciones, fue muy versátil, 
revelando los siguientes valores : aAITiso4=ALGAL(2,17-46,15%), aAARTiso4(2,59-
38,53%), aADHA4(3,01-33,26%), aADHA8(2,88-34,74%) y aADHA16(3,28-30,48%) 
indicándonos en ambos casos la existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) 
entre las condiciones y con respecto al control (aAITiso4=ALGAL p<0,05) ver figura 19a. 
Señalar que Artemia alimentada con Isochrysis galbana var. T-iso cultivada con la 
formulación ADHA con diferente concentración de nutrientes (4, 8 y 16mM) mostró un 
coeficiente de correlación r2=0,44 en la TCA, con ajuste a una tendencia lineal positiva, en 
tanto que con respecto al %EC se obtuvo una r2=1 con ajuste a una tendencia polinomial 
negativa (figura 19b). Indicar que resultados de TCA de Artemia obtenidos en el capítulo 4 
de la presente disertación en condiciones como calcio(1,87), selenio(1,67), cobre (1,71) y 
azufre (1,37) mostraron ser más eficientes con respecto al tratamiento aAARTiso4(2,59), 
en tanto que valores de Artemia con magnesio(2,96), silicio(3,07), hierro (2,74) y zinc 
(2,75) mostraron ser eficientemente muy cercanos al tratamiento aADHA8(2,88) (figura 
19a); por lo que respecta a el %EC en Artemia, hallado en el capítulo 4 en las condiciones 
magnesio(33,71%), silicio(32,48%), hierro (36,40%) y zinc (36,37%) nos indicaron un 
menor rendimiento comparado con la condición aAARTiso4(38,53%), sin embargo 
tratamientos como el calcio(53,39%), selenio(60,02%), cobre (58,46%) y azufre (72,95%) 
mostraron un mejor rendimiento respecto a el.  
 
Los valores de TCA nos indicaron cuan eficiente es Artemia vía la microalga cultivada 
y enriquecida con las diferentes formulaciones para ganar peso o crecer; Lora-Vilchis et 
al.,2004 alimentando con Isochrysis galbana var. T-iso obtiene una TCA de 3,60 (con una 
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530,01 y 592,11μg en 9 días del presente estudio con las condiciones aAARTiso4(2,59) y 
aADHA8(2,88) respectivamente) valor de eficiencia alto con respecto a los demostrados en 
el actual estudio. Sin embargo Seixas et al.,2009 alimentando con Rhodomonas lens y 
Tetraselmis suecica obtiene mayores TCA entre 6,5 y 6,2 respectivamente. El 
comportamiento de las anteriores variables nos da una idea de cuan importante es la 
complejidad elemental en la calidad del alimento vía la cadena trófica y su desempeño 















Figura 19.- Tasa de conversión alimenticia (TCA) y porcentaje de eficiencia de crecimiento (%EC) de 
Artemia franciscana alimentada con Isochrysis galbana var. T.iso (cultivada y enriquecida con diferentes 
medios de cultivo) (a) y coeficiente de correlación TCA y %EC con la condición ADHA 4, 8 y 16mM. 
Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existe diferencia significativa 
(p<0,05) 
 
La calidad de Isochrysis galbana var. T-iso debida al cultivo e enriquecimiento con 
diferentes formulaciones, demostró diferentes velocidades de crecimiento (VC) en Artemia 
de: 0,60 mm.día-1(aAITiso4=ALGAL), 0,86 mm.día-1 (aAARTiso4), 0,72 mm.día-1 
(aADHA4), 0,96 mm.día-1 (aADHA8), 0,96 mm.día-1 (aADHA16), demostrándonos la 
existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y con 
respecto al control (aAITiso4=ALGAL p<0,05) excepto entre las condiciones aADHA8 y 
aADHA16, siendo además las mejores velocidades de crecimiento. Mencionar que VC 
obtenidas en Artemia del capítulo 4 solo mostraron rendimientos en torno a 0,44 a 0,58 
mm.día-1. 
 
Lora-Vilchis et al.,2004 en su estudio sobre la tasa de crecimiento en Artemia con 
diferentes dietas obtiene con Isochrysis galbana var. T-iso velocidades de crecimiento muy 
cercanas a nuestros resultados en el rango de 0,32 y 0,96 mm.día-1. Evjemo and Olsen, 
1999 en 7 días de crecimiento alimentando Artemia con la misma microalga que el presente 
estudio obtiene una VC media de 0,59. Sick 1976 indica que altas VC en Artemia alimentada 
con Dunaliella viridis son debidas a la ausencia de pared celular y al alto contenido de 
proteína celular y contenido energético, situación similar ocurre con Isochrysis galbana var. 
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microalga, debiéndose agregar que en el presente estudio el enriquecimiento mineral de la 
dieta por las diferentes formulaciones, también es un factor el cual influyó en el valor 
alimenticio de la dieta y por ende en el siguiente nivel trófico. 
 
El peso seco (PS) obtenido por los adultos de Artemia franciscana en base a las 
diferentes formulaciones de cultivo en Isochrysis galbana var. T-iso fue muy oscilante 
obteniéndose los siguientes resultados al T9: 161,49 μg.artemia
-1 (aAITiso4=ALGAL), 
204,23 μg.artemia-1 (aAARTiso4), 178,20 μg.artemia-1 (aADHA4), 205,69 μg.artemia-1 
(aADHA8) y 238,51 μg.artemia-1 (aADHA16) (tabla 5); indicándonos en todos los casos la 
existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y con 
respecto al control (aAARTiso4 p<0,05) ver figura 20a y tabla 5. Artemia cultivada con la 
condición ADHA con diferente concentración de nutrientes (4, 8 y 16mM) expresó un 
coeficiente de correlación r2=0,99 con ajuste a una tendencia lineal positiva en la generación 
de PS (figura 20b). Indicar que resultados de PS de las condiciones aAARTiso4, aADHA8 y 
aADHA16 fueron superiores a los obtenidos en organismos alimentados con Isochrysis 
galbana var. T-iso cultivada con diferentes elementos (capítulo 4) en torno a 106,53 y 
200,09 μg.artemia-1. Los valores de peso seco del presente estudio se correspondieron con la 
evolución de el peso orgánico (proteínas+lípidos+carbohidratos μg.artemia-1, tabla 5) en el 
rango de 152,49-225,14 y por ende con el contenido de materia orgánica por adulto de 
Artemia (tabla 5). 
 
Lora-Vilchis et al.,2004 alimentando Artemia con Isochrysis galbana var. T-iso obtuvo 
al día 7 solo un peso orgánico de 137,8μg.Artemia-1, Seixas et al.,2009 alimentando con 
Nannocloropsis gaditana, Isochrysis galbana, Tetraselmis suecica y Rhodomonas lens al T8 
obtuvo pesos entre 25,7 y 111,2 μg.Artemia-1. Evjemo and Olsen, 1999 alimentando Artemia 
con Isochrysis galbana var. T-iso por 11 días obtiene un peso seco de 195 μg.Artemia-1. Por 
otra parte Anh et al.,2009 en cultivos extensivos con alimentación en base al método de 
aguas verdes al día 5 de cultivo obtiene pesos entre 310 y 320μg.Artemia-1.  
Ronsón-Paulín et al.,2009 al día 14 de cultivo con Tetraselmis suecica, 
Nannocloropsis sp y mezcla de estas con y sin probióticos obtiene pesos entre 140 y 
470μg.Artemia-1. Resultados que nos indican que la variabilidad en la calidad nutritiva de la 
microalga influye en la nutrición y crecimiento del organismo; calidad nutricional que en 
nuestro estudio fue posible modificar vía el enriquecimiento mineral de la microalga con las 
diferentes formulaciones de cultivo, lo cual impacto en el desempeño nutricional de Artemia 
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Figura 20.- (a) Contenido Artemia: peso seco, materia orgánica y cenizas (μg.artemia-1) alimentada 
con Isochrysis galbana var. T-iso en cultivo semicontinuo con respecto a los diferentes medios de 
cultivo. (b) Correlación concentración nutrientes medio de cultivo ADHA. Media ± SD (n=3). Diferentes 
letras (comparación múltiple de Tukey), existe diferencia significativa (p<0,05). 
 
Respecto al contenido de cenizas por adulto de Artemia (μg.artemia-1) como se 
puede observar en la figura 20a y tabla 5, vario con respecto al tipo de formulación de 
cultivo en Isochrysis galbana var. T-iso, de modo que se consiguieron los siguientes 
resultados: 8,99 (aAITiso4=ALGAL), 11,74 (aAARTiso4), 10,12 (aADHA4), 11,48 
(aADHA8) y 13,37 (aADHA16); indicando la existencia de diferencias altamente 
significativas (p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control (aAITiso4=ALGAL 
p<0,05). Dhont and Van Stappen, 2003 mencionan que diversos autores, citan en cultivos 
de Artemia adulta en condiciones de laboratorio porcentajes de cenizas en torno al 5 y 22% 
con diversos orígenes geográficos, así mismo Anh et al.,2009 en cultivos extensivos con 
alimentación en base al método de aguas verdes indican valores que oscilan entre 15 y 16%. 
En el presente estudio nuestros resultados se citan en torno al 5 y 6%. 
 
La incorporación de Mg2+, Ca2+, Si4+, Se2-, Fe3+, S2-, Zn2+ y Cu2+ por los adultos de 
Artemia franciscana vía Isochrysis galbana var. T-iso cultivada con diferentes formulaciones, 
se puede observar en la figuras 21 a-b, 22 a-b y tablas 6-7; como se puede observar tales 
resultados fueron muy variables, lo que nos indicó la existencia de diferencias altamente 
significativas (p=0,001) entre las condiciones (p<0,05). Tales diferencias concuerdan con la 
variabilidad de cenizas reportadas en todas las condiciones de cultivo del microcrustáceo, 
que además son evidentes en el comportamiento del peso seco y orgánico de Artemia vía el 
alimento. Reinfelder et al.,1998, sugieren que la bioacumulación de un elemento se basa en 
modelos conceptuales sencillos en donde la concentración del elemento en el organismo esta 
controlada por el equilibrio entre el consumo, eliminación y crecimiento, tal y como ocurre en 
bivalvos, copépodos, rotíferos y Artemia (Wang and Fisher, 1998) y como vía de 
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La eficiencia de asimilación en los hidrobiontes es directamente proporcional al 
contenido citoplasmático del elemento en las células microalgales que sirven de alimento en 
copépodos y larvas de bivalvos (Reinfelder and Fisher, 1991;1994; Hutchins et al.,1995; 
Wang and Fisher 1996; Chong and Wang 2000; Xu and Wang 2002; Cheung and Wang 
2005). La eficacia de Artemia como un transportador de bioproductos de importancia 
dietética en niveles superiores de la cadena trófica es posible, por ejemplo productos 
liposolubles administrados a través de una emulsión, compuestos solubles en agua a través 
de liposomas (Hontoria et al.,1994; Tonheim et al.,2000; Monroig et al., 2003, 2006; 
Nordgreen et al.,2007) portador de microcápsulas (Sakamoto et al.,1982; Medina-Reyna et 
al.,2002a, b, c; Ronsón-Paulin, 2003; Medina-Reyna et al.,2005); y como demuestra el 
presente estudio el transporte y bioacumulación indirecta o directa de los anteriores 
elementos minerales (así como el manganeso) importantes en marcados procesos 
fisiológicos, de salud, antistress y limitatorios de deformaciones esqueléticas en estadios 
tempranos y postlarvales de diferentes especies marinas (Lall and Lewis-McCrea, 2007; 
Nguyen et al.,2008, Rider et al.,2009).  
 
El enriquecimiento mineral vía la cadena trófica incluso modifica la composición de 
ácidos grasos y supervivencia de larvas de pargo; lo que sería una importante herramienta 
biotecnológica a fin de mejorar la calidad de la cría larvaria de peces marinos en laboratorio. 
















Figura 21. Incorporación de elementos por Artemia franciscana alimentada con Isochrysis galbana var. 
T-iso en cultivo semicontinuo y una tasa de renovación del 30%.día-1 con AARTiso4 y AITiso4: (a) S2-, 
Ca2+, Mg2+, Zn2+, (b) Fe3+, Si4+, Se2-, Cu2+. Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple 
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Figura 22.-Incorporación de elementos en Artemia franciscana alimentada con Isochrysis galbana var. 
T-iso en cultivo semicontinuo y una tasa de renovación del 30%.día-1 con AITiso4, ADHA4, 8 y 16mM: 
(a) S2-, Ca2+, Mg2+ (b) Si4+, Se2-, Cu2+, Zn2+, Fe3+. Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación 
múltiple de Tukey), existe diferencia altamente significativa (p<0,05). 
 
Demostrar que en el caso de la alimentación de Artemia con el medio de cultivo 
ADHA con diferente concentración de nutrientes (4, 8, 16mM) se obtuvieron coeficientes de 
correlación en la incorporación de S2-, Ca2+, Mg2+ r2=0,97, 0,99 y 0,93 respectivamente en 
todos los casos con ajuste a una tendencia lineal positiva (figura 23a), en tanto que para 
Si4+, Fe3+, Zn2+, S2-, Se2- y Cu2+ una r2=0,99, 0,99, 0,98, 0,99 y 0,96 respectivamente, en 
todos los casos, con ajuste a una tendencia lineal positiva (figura 23b).  
 
Ciertos minerales como el calcio, fósforo, boro, zinc, cobre, silicio, vanadio, selenio, 
manganeso estroncio y fluor son necesarios para el normal mantenimiento de las funciones 
metabólicas y fisiológicas de los organismos vivos. Las principales funciones de los elementos 
esenciales en el cuerpo del animal incluyen la formación de estructuras esqueléticas, 
mineralización, mantenimiento de sistemas coloidales, regulación del equilibrio ácido-base, 
así como el ser componentes importantes de las hormonas, enzimas y proteínas 
estructurales (Simkiss, 1979; Williams, 1981; Lall, 2002; Lall and Lewis-McCrea, 2007). 
Villanueva and Bustamente, 2006 mencionan que en la crianza de paralarvas de pulpo con 
Artemia, la presa poseía un contenido de cobre , zinc, magnesio y azufre relativamente bajo, 
el cual es casi la mitad del perfil encontrado en paralarvas silvestres, lo que sugiere un 
efecto de la dieta y/o indicación de el pobre estadio fisiológico de las paralarvas alimentadas 
con Artemia, indicando que requieren un alimento rico en tales elementos, es con base en lo 
anterior que el presente estudio representa una ideal herramienta para revertir deficiencias 
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Figura 23.- Coeficientes de correlación en la incorporación de elementos por Artemia franciscana 
alimentada con Isochrysis galbana var. T-iso en cultivo semicontinuo y una tasa de renovación del 
30%.día-1 con el medio ADHA4, 8 y 16mM: (a) S2-, Ca2+, Mg2+, Zn2+, Fe3+ (b)Si4+, Se2-, Cu2+. Media ± 
SD (n=3). 
 
Las diferentes formulaciones de cultivo en Isochrysis galbana var. T-iso produjeron 
diferentes efectos como alimento en la composición bioquímica de Artemia franciscana de la 
siguiente manera: la biomasa celular con los medios AITiso4=ALGAL y AARTiso4 mostró 
la siguiente disposición bioquímica Proteínas>Carbohidratos>Lípidos (pg.cel-1), en tanto 
que en Artemia una vez consumida las microalgas la disposición fue 
Proteínas>Lípidos>Carbohidratos(μg.artemia-1) en ambos casos (figura 24 a-b); en el 
caso de la biomasa celular con ADHA4, ADHA8 y ADHA16 reveló el siguiente orden en la 
composición proximal Proteínas>Lípidos>Carbohidratos (pg.cel-1), y una vez consumida 
la microalga por Artemia Proteínas>Lípidos>Carbohidratos (μg.artemia-1) en la totalidad 














Figura 24. (a) Composición bioquímica de Artemia franciscana (μg.artemia-1) alimentada con Isochrysis 
galbana var. T-iso (pg.cel-1) (b) cultivada con AITiso4=ALGAL y AARTiso4. 
 
R2 = 0.93
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Figura 25. (b) Composición bioquímica de Artemia franciscana (μg.artemia-1) alimentada con Isochrysis 
galbana var. T-iso (pg.cel-1) (a) cultivada con ADHA 4, 8 y 16mM. 
 
En orden de importancia energética el contenido de proteína en Artemia franciscana 
fue el mayor combustible bioquímico (figura 24 b y 25 b), una vez alimentada con la 
microalga, cultivada con diferentes formulaciones, mostrando los siguientes valores: 
84,92μg.artemia-1 (aAITiso4=ALGAL), 104,95μg.artemia-1 (aAARTiso4), 92,04μg.artemia-
1 (aADHA4), 105,30μg.artemia-1 (aADHA8) y 134,05μg.artemia-1 (aADHA16); existiendo 
diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control 
(p<0,05) ver tabla 5 y figura 26a. Mencionar que en el capítulo 4 de la presente disertación, 
la condición Artemia enriquecida con silicio (92,77 μg.artemia-1) selenio (105,48 μg.artemia-
1) y azufre (122,59 μg.artemia-1), mostraron rendimientos muy similares con aADHA4, 
aADHA8 y aADHA16 respectivamente. Por otra parte la condición aADHA 4, 8 y 16 reveló 
un coeficiente de correlación proteico con respecto a la concentración de nutrientes r2=0,96 
con ajuste a una tendencia lineal positiva (figura 26b) . 
 
En tanto que el segundo combustible lo constituyó el contenido de lípidos (figura 24 b 
y 25 b) con los siguientes valores: 41,33μg.artemia-1 (aAITiso4=ALGAL), 52,39μg.artemia-
1 (aAARTiso4), 46,62μg.artemia-1 (aADHA4), 53,20μg.artemia-1 (aADHA8) y 
59,37μg.artemia-1 (aADHA16) (tabla 5), indicando diferencias altamente significativas 
(p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control (p<0,05) ver tabla 5 y figura 26a. 
Indicar que en el capítulo 4 el comportamiento de los lípidos en Artemia con las diferentes 
dietas elementales mostró valores inferiores a los antes descritos en torno a 26,31 y 50,50 
μg.artemia-1. La condición aADHA 4, 8 y 16 reveló un coeficiente de correlación lipídico con 
respecto a la concentración de nutrientes r2=0,99 con ajuste a una tendencia lineal positiva 
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Por lo que concierne a los carbohidratos (CHOs) (figura 24 b y 25 b) valores de 
26,24, 35,13, 30,02, 35,71 y 31,72 μg.artemia-1 estuvieron presentes en aAITiso4, 
aAARTiso4, aADHA4, aADHA8 y aADHA16 comparativamente (tabla 5); indicando la 
existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones y con 
respecto al control (p<0,05) excepto entre aAARTiso4 y aAEPA8 ver tabla 5 y figura 26a. 
Los anteriores resultados estuvieron por encima de los obtenidos en el capítulo 4 en torno a 
21,90 y 29,54 μg.artemia-1 para hierro, cobre, azufre, zinc y selenio, en tanto que magnesio 
(30,72), calcio (35,69) y silicio (31,09) indicaron ser muy similares a aAARTiso4, aADHA4, 
aADHA8 respectivamente. Mencionar que el tratamiento aADHA 4, 8 y 16 reveló un 
coeficiente de correlación (CHOs) con respecto a la concentración de nutrientes r2=1 con 















Figura 26. (a) Contenido Artemia franciscana (μg.artemia-1) de proteínas, carbohidratos y lípidos, 
alimentada con Isochrysis galbana var. T-iso cultivada con diferentes medios de cultivo. (b) Coeficientes 
de correlación aADHA4,8,16. Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), 
existe diferencia altamente significativa (p<0,05). 
 
Cuando se consideró el contenido de proteína, como porcentaje de la fracción 
orgánica (FOP), se observaron los siguientes valores: 55,69% (aAITiso4=ALGAL), 54,52% 
(aAARTiso4), 54,56% (aADHA4), 54,22% (aADHA8) y 59,54% (aADHA16) ver figura 27 
y tabla 5. Dichos porcentajes de proteína en Artemia franciscana fueron muy similares a las 
condiciones silicio (51,55%), calcio (54,72%), magnesio (55,52), zinc (52,92%) y hierro 
(51,45%) descritas en el capítulo 4; sin embargo tratamientos con azufre (64,88%) y selenio 
(61,28%) estuvieron por el encima del rendimiento obtenido con aADHA16 (59,54%). 
Seixas et al.,2009 en juveniles de 5 días alimentados con Tetraselmis suecica y Rhodomonas 
lens obtuvieron entre un 63 y 68% respectivamente, en tanto que Anh et al.,2009 en 
cultivos extensivos con alimentación en base al método de aguas verdes describe entre un 
55 y 56%. Los valores del presente estudio están dentro del rango descrito por Dhont and 
Van Stappen, 2003 para adultos de Artemia con un 39-67%. Los adultos de Artemia poseen 


























































0 1 2 3 4
Concentración mM Nutrientes. aADHA 


























Capitulo 9: Evaluación poblacional, modificación bioquímica e incorporación de elementos por Artemia 
franciscana y Brachionus plicatilis, por enriquecimiento con I. galbana var. T-iso, cultivada con 
AARTiso y ADHA. 
 382
mayor contenido de los 10 principales aminoácidos esenciales, y que son considerados como 
necesarios por las larvas de peces. 
En comparación con los lípidos, muy poca investigación se ha realizado sobre el papel 
y necesidades de proteínas en la nutrición larval, a pesar del hecho de que el catabolismo de 
los aminoácidos es la mayor fuente de energía en larvas de peces (Dabrowski 1983) y que 
los aminoácidos son esenciales para la síntesis de proteínas y enzimas (Conceiςão 1997). Por 
otra parte, las larvas parecen tener mayores necesidades de aminoácidos que los peces 
juveniles o adultos (Dabrowski 1986; Fiogbé and Kestemont 1995). Aunque se cree que 
Artemia contiene niveles adecuados de la mayoría de los aminoácidos, la fracción de 
aminoácidos libres es baja en comparación con los niveles de copépodos silvestres (Tonheim 
et al.,2000), especialmente en metionina. Conceiςão et al.,1997 observaron el retrazo en el 
crecimiento en larvas de rodaballo alimentados con Artemia y se sospecha es relacionado 
con la deficiencia de metionina. 
 
En lo que se refiere a la fracción orgánica de los lípidos (FOL) (ver figura 27 y tabla 
5) estos revelaron los siguientes porcentajes: 27,10% (aAITiso4=ALGAL), 27,22% 
(aAARTiso4), 27,64% (aADHA4), 27,39% (aADHA8) y 26,37% (aADHA16). Resultados 
que mostraron un mejor rendimiento comparado con las condiciones selenio (21,78%), 
calcio (24,23), magnesio (22,88), azufre (19,48%), zinc (25,90%) y hierro (26,20%) 
descritas en el capítulo 4; en tanto que Artemia con la condición cobre (32,36%) expresó un 
mejor rendimiento lipídico con respecto a los tratamientos del presente estudio.  
Zhukova et al.,1998 indican que los porcentajes de asimilación de lípidos en Artemia 
responden a la variedad y calidad bioquímica encontrada en la especie microalgal con que 
fue alimentada; en nuestro estudio tal calidad del alimento dependió de su cultivo con 
diferentes formulaciones. Seixas et al.,2009 alimentando juveniles por 5 días con 
Rhodomonas lens y Tetraselmis suecica demuestra un contenido entre 12 y 15%, Anh et 
al.,2009 en cultivos extensivos con alimentación en base al método de aguas verdes obtiene 
porcentajes en torno al 14%, en tanto que Dhont and Van Stappen, 2003 citan que varios 
autores han descrito porcentajes lipídicos en adultos en torno al 4 y 31% y en carbohidratos 
obtienen entre un 4 y 20%, valores dentro de los cuales caen los resultados para esa 
fracción en el presente estudio con un comportamiento entre el 14,09 y 18,39% (figura 27 y 
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Figura 27.- Fracción orgánica de proteínas, 
lípidos y carbohidratos en Artemia 
franciscana alimentada con Isochrysis 
galabana var. T-iso en cultivo semicontinuo 
con diferentes medios de cultivo. 
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En lo que se refiere al valor calórico (VC) por Artemia en base a la calidad nutricional 
de Isochrysis galbana var. T-iso vía las diferentes formulaciones de cultivo, se obtuvieron los 
siguientes resultados: 4,12x10-6J.artemia-1 (aAITiso4=ALGAL), 5,19x10-6J.artemia-1 
(aAARTiso4), 4,56x10-6J.artemia-1 (aADHA4), 5,24x10-6J.artemia-1 (aADHA8) y 6,10x10-
6J.artemia-1 (aADHA16) indicando la existencia de diferencias altamente significativas 
(p=0,001) entre las condiciones y con respecto al control (p<0,05) (tabla 5) excepto entre 
las condiciones aAARTiso4 y aADHA8. Observar que resultados de las condiciones 
aAARTiso4, aADHA8 y aADHA16 se encontraron por encima de los obtenidos en el 
capítulo 4, los cuales estuvieron en torno a 2,60 y 4,90x10-6J.artemia-1. Los valores aquí 
descritos de VC superan los referidos por Seixas et al.,2009 en su estudio de alimentación 
con Tetraselmis suecica y Rhodomonas lens al T5 con 1,16 y 1,35x10
-6J.artemia-1. 
Demostrando nuestros resultados que la calidad del alimento de Artemia vía el 
enriquecimiento mineral en la microalga dadas las diversas formulaciones demuestra 
diversos grados de calidad de Artemia en cultivo.  
 
El contenido de ácidos grasos en Artemia franciscana fue modulado por la calidad de 
Isochrysis galbana var. T-iso cultivada y enriquecida con diferentes formulaciones (capitulo 
6); donde los ácidos grasos (AG) más abundantes entre un 5,41 y 31,77% están 
representados por el 14:0, 16:0, 16:1(n-7), 18:0, 18:1(n-9), 18:1(n-7) estimándose en 
conjunto en un 74,11-86,38% del total, resultados que superan los establecidos por Dhont 
and Van Stappen, 2003, con un 40-60% empleando diversas dietas microalgales. Resultados 
muy cercanos al presente estudio fueron obtenidos en el capítulo 4 en torno a un 67,59-
86,18%. Seixas et al.,2009 mencionan que alimentando con diferentes microalgas el acido 
graso saturado mas abundante es el 16:0, sin embargo en el presente estudio el AG más 
abundante en Artemia fue el 18:1(n-9) entre un 28,20 y 31,77% reflejo de su abundancia en 
Isochrysis galbana var. T-iso (capítulo 2); Nelson et al.,2004 enriqueciendo juveniles de 
Artemia de 5 días con Chaetoceros muelleri e Isochrysis galbana obtiene valores de entre un 
22-28%. Léger et al.,1986 menciona que son varias las publicaciones que incluyen 15 o más 
diferentes ácidos grasos, pero únicamente seis (16:0, 16:1n-7, 18:1n-9, 18:2n-6, 18:3n-3 y 
20:5n-3) de ellos representan alrededor del 80% del total de AG en una muestra de Artemia. 
En el presente estudio derivado de las diferentes formulaciones de cultivo hallamos entre 
63,44 y 67,58% (tabla 8). Estevez et al.,1997; Han et al.,2000 mencionan que algunos 
autores también han detectado niveles significativos del AG 18:1n-7, el cual en el presente 
estudio estuvo presente entre el 5,96 y 8,31% (tabla 8), valores que son debidos 
probablemente reflejo de una mayor resolución cromatográfica. El ácido oleico (18:1n-9) es 
otro de los AG más abundantes (Støttrup and McEvoy, 2003), el cual en este estudio fue 
detectado entre un 28,20 y 31,77%. Otros AG poliinsaturados en conjunto de cadena corta 
entre un 11,59 y 19,99% son el 18:2(n-6), 18:3(n-3), 18:4(n-3) (Zhukova et al.,1998); en 
tanto ácidos grasos en conjunto con más de 20 carbonos representan un rango de entre 1,54 
y 4,26%; siendo el 20:3(n-5), 20:4(n-6 AA), 20:5(n-3EPA) y 22:6(n-3DHA). Donde el AG AA 
fue posible detectarlo entre un 1,53 y 2,72%, en tanto que Seixas et al.,2009 alimentando 
con otras microalgas obtiene una concentración solo de 0,4%. Zhukova et al.,1998 indica 
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que el metabolismo de los lípidos en Artemia es poco conocido ya que se ha observado la 
capacidad de este microcrustáceo para poder sintetizar mayores cantidades de novo de 16:0 
y 18:0 que los encontrados en la dieta (capítulo 6), tal y como resulto evidente con el 18:0 
en el presente estudio (tabla 8). Cada formulación para el cultivo de Isochrysis galbana var. 
T-iso que sirvió de alimento para Artemia franciscana mostró diversos grados de evolución 
respecto a incrementar o decrecer porcentualmente tales AG. 
 
En la presente disertación destaca por su importancia el ácido graso 
docosahexaenoico (22:6(n-3) DHA) que forma parte del equilibrio DHA:EPA en la normal 
pigmentación de larvas de peces planos entre otros procesos. DHA estuvo presente en los 
adultos de Artemia con los siguientes valores: 0,48% (aAITiso4=ALGAL), 0,61% 
(aAARTiso4), 0,63% (aADHA4), 0,54% (aADHA8) y 0,44% (aADHA16) mostrándonos la 
existencia de diferencias significativas (p=0,001) entre las condiciones y con respecto al 
control (p<0,05) excepto entre las condiciones aAARTiso4 y aADHA4, ver tabla 8 y figura 
28a. Se observo un decremento del contenido de DHA con respecto a un incremento de 
nutrientes de la dieta ADHA (4, 8 y 16mM), lo cual se ajusto a una tendencia lineal negativa 
con un coeficiente de correlación r2=0,99 (figura 28b). Indicar que en el capítulo 4 Artemia 
alimentada con las condiciones Mg2+(0,48%), Ca2+(0,58%) y Se2-(0,54%), expresaron 
rendimientos menores en comparación con las condiciones aAARTiso4 (0,61%) y aADHA4 
(0,63%), en tanto que tratamientos con Fe3+(0,67%), S2-(0,82%), Zn2+(1,07%), 
Cu2+(0,74%), revelaron un mejor rendimiento. Mencionar que el contenido porcentual de 
DHA y EPA en la dieta microalgal cultivada con diferentes formulaciones (capitulo 6); en la 
totalidad de los casos estuvo por encima de los valores porcentuales encontrados en Artemia 
una vez alimentada mismo comportamiento describió Zhukova et al.,1998 inclusive 
indicando la desaparición del DHA en adultos de 2 semanas de edad; Olsen et al., 1997 
indican que después de 3 días de cultivo de juveniles de Artemia alimentados con Isochrysis 
galbana var. T-iso se observo una disminución en ellos, de entre un 84-92% de DHA, en 
tanto un 31-57% en EPA, tal disminución es debida a que este microcrustáceo posee una 
marcada propensión a retroconvertir ácidos grasos de cadena larga a corta (Evjemo et 
al.,1997; Navarro et al., 1999) tanto en cantidad como en calidad, en función del tiempo de 
enriquecimiento o alimentación, lo que nos indicaría que los emplea en procesos de 
crecimiento y maduración sexual, que son indicativos de los valores ya descritos de TCA y 
%EC. Seixas et al.,2010 enriqueciendo juveniles de Artemia con una mezcla de Rhodomonas 
lens e Isochrysis galbana obtiene un 1,6% de DHA, lo cual promovió una mayor 
supervivencia de paralarvas de Octopus vulgaris. 
 
La discusión anterior coincide con los valores de ARA encontrados en los adultos de 
Artemia los cuales mostraron los siguientes resultados: 2,51% (aAITiso4=ALGAL), 2,69% 
(aAARTiso4), 1,98% (aADHA4), 1,54% (aADHA8) y 2,72% (aADHA16) (tabla 8) con 
respecto a 1,62% (AITiso4=ALGAL), 0,95% (AARTiso4), 0,29% (ADHA4), 0,40% 
(ADHA8) y 0,48% (ADHA16) hallado en Isochrysis galbana var. T-iso cultivada e 
enriquecida con los diferentes medios de cultivo (capítulo 6). 
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Figura 28. Contenido de Ácido docosahexanoico en Artemia franciscana alimentada con Isochrysis 
galbana var. T-iso en cultivo semicontinuo y una tasa de renovación del 30%.día-1 con diferentes medios 
de cultivo (a) y coeficientes de correlación DHA con el medio ADHA4, 8 y 16mM (b). Media ± SD 
(n=3). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existe diferencia altamente significativa 
(p<0,05). 
 
El contenido de AGT μg.Artemia-1 que correspondió del contenido lipídico de Artemia 
franciscana, alimentada con Isochrysis galbana var. T-iso cultivada e enriquecida con las 
diferentes formulaciones fue el siguiente: aAITiso4=ALGAL(29,88%), 
aAARTiso4(19,39%), aADHA4(25,12%), aADHA8(17,97%) y aADHA16(13,95%). Indicar 
que el tratamiento aADHA4 (25,12%) revelo un mejor rendimiento comparado con los 
resultados obtenidos en el capítulo 4 en las condiciones Ca2+(24,73%), Fe3+(21,25%), S2-
(10,92%), Zn2+(17,67%) y Cu2+(19,78%); en tanto que los tratamientos Mg2+(37,94%), 
Si4+(28,35%) y Se2-(25,49%) expresaron un mejor rendimiento. Bell et al.,2003 sugieren 
que existen dificultades en el apropiado enriquecimiento de Artemia con EPA y DHA lo que es 
un importante obstáculo para su idoneidad como presa viva en la alimentación de larvas de 
peces marinos. La pobre capacidad de enriquecimiento con EPA y DHA puede ser explicada 
por el alto contenido de lípidos libres antes y después del enriquecimiento especialmente 
triacilgliceroles(3,9%), metil y ethylalkylketonas con pequeñas concentraciones de 
monoacilgliceroles, diacilgliceroles, esteroles, esteres esteroles, y en particular ácidos grasos 
libres de escaso valor nutritivo (Volkman et al.,1981;Takeuchi et al.,1992; McEvoy et 
al.,1996; Zhukova et al.,1998); que en el presente estudio dados los valores de DHA Y EPA 
fue posible corregir en baja escala mediante la calidad y riqueza de fosfolípidos por el 
alimento con Isochrysis galbana var. T-iso cultivada e enriquecida con diferentes medios de 
cultivo (tabla 8). Es en base a nuestros resultados que observamos cuan importante y 
variable resulta ser la diversidad mineral de los medios de cultivo en la modificación del perfil 
bioquímico en la cadena trófica. McEvoy et al.,1996; Dhont and Van Stappen, 2003; 
mencionan que los tiempos de enriquecimiento o crecimiento en Artemia influyen en calidad 
y cantidad de los lípidos presentes variando de un 23 a un 17% los fosfolípidos y de un 58 a 
un 64% los triacilgliceroles, situación que nos explicaría la disminución del porcentaje de EPA 
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Se encontraron diferencias en el contenido porcentual y μg.artemia-1 de los ácidos 
grasos saturados (AGS), monoinsaturados (AGM) y poliinsaturados (AGP), existiendo en 
todos los casos diferencias significativas (p=0,001) entre las condiciones de cultivo 
experimentadas (p<0,05) ver tabla 8 y figura 29a. Señalar que en el caso de la condición 
aADHA con diferente concentración de nutrientes (4, 8 y 16mM) la evolución de dichos 
ácidos grasos expresó en el caso de los AGS un coeficientes de correlación r2=0,79, con 
ajuste a una tendencia lineal negativa, en tanto que los AGP indicaron un r2=0,71, con ajuste 
a una tendencia lineal positiva; en lo que se refiere a los AGM un r2=0,87 con ajuste a una 















Figura 29. (a) Contenido porcentual de Ácidos grasos por Artemia franciscana alimentada con 
Isochrysis galbana var. T-iso en cultivo semicontinuo y una tasa de renovación del 30%.día-1 con 
diferentes medios de cultivo. (b) Coeficientes de correlación ácidos grasos, condición de cultivo 
aADHA4, 8 y 16mM. Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existe 
diferencias altamente significativas (p<0,05). 
 
La proporción porcentual de los AG DHA:EPA en los adultos de Artemia estudiados 
en base a las diferentes formulaciones de cultivo e enriquecimiento mineral en Isochrysis 
galbana var. T-iso reveló los siguientes resultados: 1,34:1% (aAITiso4=ALGAL), 1,56:1% 
(aAARTiso4), 1,96:1% (aADHA4), 2,08:1% (aADHA8) y 0,88:1% (aADHA16) (tabla 8) 
mostrándonos la existencia de diferencias significativas (p=0,001) entre las condiciones y 
con respecto al control (p<0,05) ver tabla 8 y figura 30a. Se observo un comportamiento 
lineal negativo r2=0,67 con respecto al contenido de DHA en Artemia, cuando se empleo la 
condición de cultivo ADHA con diferente concentración de nutrientes (4, 8 y 16mM) (figura 
30b). Reitan et al.,1994b en Sargent et al.,1999 logra eliminar la mal pigmentación de larvas 
de rodaballo incluyendo aceite refinado de atún rico en DHA en proporción DHA:EPA 2:1%. 
Es de destacar que tal razón es esencialmente la misma proporción de DHA:EPA que existe 
en la yema de muchos huevos y larvas de peces marinos (Tocher and Sargent, 1984). Aun 
cuando algunos de nuestros resultados (tablas 8) con excepción de adultos cultivados e 
enriquecidos con ADHA4 (1,96:1%) y ADHA8 (2,08:1%), estuvieron por debajo de la 
proporción DHA:EPA 2:1%, es de destacar que fueron ≥ a los valores descritos por Ando et 
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grasos ethyl  esteres en torno al 1,4:1%. Altas mortalidades y pobre crecimiento se ha 
observado en general asociado cuando existe un desequilibrio entre los lípidos y ácidos 
grasos, como un bajo contenido de DHA o una razón DHA:EPA inferior a 1,5 (Navarro and 














Figura 30. (a) Contenido porcentual de Ácidos grasos DHA:EPA en Artemia franciscana alimentada con 
Isochrysis galbana var. T-iso en cultivo semicontinuo y tasa de renovación del 30%.día-1 con diferentes 
medios de cultivo. (b) Coeficiente de correlación ácidos grasos DHA:EPA, medio de cultivo ADHA4, 8 y 
16mM. Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existen diferencias 
altamente significativas (p<0,05). 
 
Los peces marinos contienen grandes cantidades de ácido docosahexaenoico (22:6 n-
3 DHA) eicosapentaenoico (20:5n-3 EPA) en los fosfolípidos de las membranas celulares. Los 
peces marinos no pueden biosintetizar DHA de novo, ni de los precursores de cadena más 
corta, como es el ácido alfa-linolénico (18:3 n-3). Por lo tanto, DHA y EPA serán 
componentes esenciales de la dieta en los peces marinos. El DHA está presente en 
concentraciones muy elevadas en las membranas de células neuronales y visuales, 
particularmente en las membranas celulares externas así como membranas sinaptosomales, 
en peces como en mamíferos (Sargent et al.,1997, 1999).  
Por lo tanto, una insuficiencia de DHA en la dieta en etapas larvales tempranas de peces 
marinos es que puede perjudicar el desarrollo neurológico y visual con graves consecuencias 
para una serie de procesos fisiológicos y de comportamiento incluyendo los que dependen 
neuroendocrinologicamente.  
Pigmentación anormal es común en los cultivos de larvas de peces planos marinos, y 
se puede mejorar sustancialmente rectificando el nivel de DHA en las larvas mediante el 
alimento vivo (Kanazawa et al.,1981; Kanazawa, 1993; Reitan et al.,1994b; McEvoy et al., 
1998b). Se ha considerado que la mal pigmentación puede ser consecuencia de un mal 
funcionamiento neuronal o visual, por ejemplo, de procesamiento anormal de las señales 
visuales, ya sea en el propio ojo, o posteriormente en el cerebro, desde la producción 
anormal de la hormona estimulante de melanocitos en el cerebro, de frente a perturbaciones 
en las conexiones sinápticas entre los nervios y el melanóforos en la piel. El síndrome de mal 
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autores han documentado la importancia de una alta razón DHA:EPA (Kraul, 1993; Mourente 
et al.,1993; Reitan et al.,1994b; Lavens et al.,1995). 
Los AGP se subdividen en tres familias, mediante las cuales se derivan los procesos 
de elongación y desaturación mediante las series ω-9, ω-6 y ω-3; de los cuales las series 
importantes son la ω-3 y ω-6, así mismo la proporción entre estas dos series es de relevante 
importancia en el valor energético en cada uno de los niveles tróficos, aspecto que se ha 
descuidado en la nutrición de organismos marinos (Estévez et al.,1999), por lo que una 
mayor proporción de los ω-3 en la cadena trófica es imprescindible en efectivos mecanismos 
formadores de membrana durante la metamorfosis de organismos marinos (Reitan et 
al.,1994; Estévez and Kanazawa, 1995).  
Es así que las proporciones de ácidos grasos ω-3:ω-6 por Artemia franciscana 
mostraron diferencias significativas (p=0,001) entre las condiciones de experimentación 
(aAARTiso4, aADHA4, aADHA8 y aADHA16) con respecto al control (aAITiso4=ALGAL) 
(p<0,05), excepto entre aAARTiso4=ALGAL y aADHA4, ver tablas 8 y figura 31a. La 
proporción porcentual de los AG ω-3:ω-6 en Artemias estudiadas, se encontró entre 
1,23:1% y 1,59:1% (tabla 8). Indicar que tal razón ω-3:ω-6 en Artemia con las condiciones 
aAARTiso4=ALGAL, aAARTiso4 y aADHA4 fue ligeramente superior comparada con la 
proporción encontrada en el alimento (capítulo 6); en tanto que el alimento en las 
condiciones ADHA8 y ADHA16 fue superior comparado con los organismos que lo 
consumieron. Se consiguió un índice de correlación r2=0,41 (figura 30b) con ajuste a una 
tendencia lineal negativa en la condición aADHA respecto a dicha razón, cuando se 














Figura 30. (a) Contenido porcentual de Ácidos grasos w3:w6 en Artemia franciscana alimentada con 
Isochrysis galbana var. T-iso en cultivo semicontinuo y tasa de renovación del 30%.día-1 con diferentes 
medios de cultivo. (b) Coeficiente de correlación ácidos grasos w3:w6, medio de cultivo ADHA4, 8 y 
16mM. Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existen diferencias 
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Tabla 1 
Cultivo del Rotífero Brachionus plicatilis alimentado con Isochrysis galbana var. T-
iso con Algal de Alto Rendimiento (AAR) y Algal de Incremento de la Cantidad de 
DHA (ADHA) (cultivo semicontinuo) (modificado de Fábregas et al., 1984). 
Concentración de nutrientes 4, 8, 16 mg át. N/L y tasa de renovación 30%.día-1 
 rAITiso4 rAMPTiso4 rADHA4 rADHA8 rADHA16 
Densidad celular 























F.O. celular      
%proteína en F.O. 30,12 21,91 35,10 31,13 43,65 
% carboh. en F.O. 28,40 41,43 38,24 42,19 20,81 
% lípidos en F.O. 41,48 36,65 26,66 26,67 35,53 
F.O. Rotíferos 











% carboh. en F.O. 14,02 15,29 19,47 16,47 15,29 
% lípidos en F.O. 23,97 23,73 25,67 27,07 26,11 










































































      
Peso orgánico 
(ng.rotifero -1 ) 























































































































































RelaciónC:N(átomos) 5,75 10,28 11,05 6,64 4,98 
Los valores aquí presentes son la media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple 


















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Capitulo 9: Evaluación poblacional, modificación bioquímica e incorporación de elementos por Artemia 
franciscana y Brachionus plicatilis, por enriquecimiento con I. galbana var. T-iso, cultivada con 
AARTiso y ADHA. 
 393
Tabla 5 
Cultivo de Artemia franciscana alimentada con Isochrysis galbana var. T-iso con 
Algal de Alto Rendimiento (AAR) y Algal de Incremento de la Cantidad de DHA 
(ADHA) (cultivo semicontinuo) (modificado de Fabregas et al., 1984). 
Concentración de nutrientes 4, 8, 16 mg át. N/L y tasa de renovación 30%.día-1 
 aAITiso4 aAARTiso4 aADHA4 aADHA8 aADHA16
Densidad celular 























F.O. celular      
% proteína en F.O. 35,68 34,02 23,96 39,13 48,08 
% carboh. en F.O. 27,44 37,57 46,76 23,75 15,14 
% lípidos en F.O. 36,88 28,41 29,28 37,11 36,76 
F.O. Artemia 











% carboh. en F.O. 17,21 18,25 17,80 18,39 14,09 
% lípidos en F.O. 27,10 27,22 27,64 27,39 26,37 










































































      
Peso orgánico 
(µg.artemia -1 ) 





















































































































































RelaciónC:N(átomos) 5,78 10,28 11,05 6,64 4,98 
Los valores aquí presentes son la media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple 









































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Evaluación de la Capacidad Antioxidante (AA) y Contenido Polifenólico 
Total (CPT), en las microalgas Phaeodactylum tricornutum e Isochrysis 
galbana var. T-iso, manipuladas bioquímicamente con los medios de cultivo Algal 
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El daño oxidativo causado por especies reactivas de oxígeno (ROS) sobre los lípidos, 
proteínas y ácidos nucleicos puede desencadenar varias enfermedades crónicas, como 
enfermedades coronarias, artero-esclerosis, cáncer y envejecimiento celular. Estudios 
epidemiológicos han demostrado una asociación inversa entre la ingesta de frutos y 
hortalizas y la mortalidad por edad relacionados con enfermedades coronarias y cáncer que 
pueden atribuirse a actividad antioxidante. Durante las ultimas décadas, ha habido un 
creciente interés por sustituir los antioxidantes sintéticos, como el BHA y BHT, con 
antioxidantes naturales principalmente en alimentos que contienen lípidos, ya que resultan 
ser tóxicos y cancerígenos (Amarowicz et al.,2000). Por lo tanto, es importante encontrar 
nuevas fuentes seguras y baratas de antioxidantes de origen natural (Duan et al.,2006; Li et 
al.,2007), como en las algas marinas, sin embargo poca atención se ha dado al estudio de 
estas propiedades (Matsukawa et al.,1997; Yan et al.,1998). 
 
La biomasa algal y compuestos derivados de algas poseen una muy amplia gama de 
aplicaciones potenciales, desde la alimentación animal y de acuacultura a la nutrición 
humana así como su importancia biotecnológica y biomédica para la producción de 
biomoléculas o compuestos activos para la salud; tales como actividad hemaglutinante y 
antioxidante (Blunt et al.,2005; Ronsón-Paulín et al.,2006; Anagnostopoulou et al.,2006; 
Guzmán-Murillo et al.,2007). Algunas algas son consideradas como fuentes ricas de 
antioxidantes naturales (Huang and Wang, 2004; Rocha de Souza et al., 2007). A pesar de 
haber recibido bastante atención las macroalgas como posibles antioxidantes naturales 
(Kuda et al.,2005; Duan et al.,2006; Nahas et al.,2007), ha habido muy poca información 
sobre la actividad antioxidante de las microalgas (Tannin-Spitz et al.,2005; Li et al.,2007; 
Zhang et al.,2007; Guzmán-Murrillo et al.,2007).  
 
Las microalgas representan un recurso natural de antioxidantes sin explorar y 
explotar, debido a su enorme diversidad biológica, incluso superando el de las plantas 
superiores. Sin embargo, no todos los grupos de microalgas pueden ser utilizados como 
fuentes naturales de antioxidantes, debido a la gran variedad de compuestos y subproductos 
que forman, la tasa de crecimiento o rendimiento total, la facilidad de cultivo, y / o otros 
factores. Informes sobre la actividad antioxidante de las microalgas son limitados, 
especialmente en lo relativo a la relación entre su contenido de compuestos fenólicos y su 
capacidad antioxidante (Li et al.,2007). 
 
Las microalgas pueden servir como una continua y confiable fuente de productos 
naturales, incluidos los antioxidantes y compuestos fenólicos, ya que pueden ser cultivadas 
en biorreactores a mediana y gran escala (Chen, 1996). Además, las cualidades de las 
células microalgales pueden ser controladas y modificadas biotecnológicamente, a fin de que 
no contengan herbicidas y plaguicidas, o cualquier otra sustancia tóxica, mediante el uso de 
los medios de crecimiento con nutrientes adecuados en calidad y cantidad para potenciar 
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mayores rendimientos y mejorar su calidad en ácidos grasos (capítulos 6 y 7). El valor de las 
microalgas como una fuente de antioxidantes naturales es aún mayor por la relativa facilidad 
de purificación de sus compuestos (Li et al.,2001; Chen et al.,2005).  
 Las plantas contienen un muy diverso grupo de compuestos fenólicos, incluidos los 
simples, ácidos, antocianinas, derivados del ácido hidroxycinámico y flavonoides. Todas las 
clases fenólicas poseen los requisitos estructurales de los radicales libres como potenciales 
antioxidantes de los alimentos (Bandoniene and Murkovic, 2002). Sin embargo estos 
antioxidantes naturales no solo están limitados a fuentes terrestres. Organismos marinos 
como las macroalgas y microalgas han demostrado ser una rica fuente de metabolitos 
secundarios de novedosa estructura y biológicamente activos como los antioxidantes y 
hepatoprotectivos. Por ejemplo clorofilas, ficocianina, fucoxantina, carotenoides, derivados 
del tocoferol como la vitamina E así como isoprenoides, polisacáridos sulfatados y 
florotaninos (Usov et al.,2002; Lim et al.,2002; Takamatsu et al.,2003, Benedetti et 




Reactivos y materiales: se empleó DPPH (2,2-difenil-1-picridazilo) en disolución con 
metanol (MeOH-) 6x10-5 M (4°C), reactivo de Folin-Ciocalteu, ácido gálico, carbonato sódico 
(7,5%). Todos los reactivos utilizados en la experimentación fueron grado analítico obtenido 
en la casa comercial Sigma-Aldrich (Alemania).  
Las microalgas manipuladas bioquímicamente se evaluaron por primera vez para su 
actividad antioxidante. El presente estudio utilizo las microalgas Isochrysis galbana var. T-iso 
manipulada bioquímicamente con nomenclaturas AITISO4=ALGAL, AARTISO4, ADHA4, 
ADHA8, ADHA16 y Phaeodactylum tricornutum con nomenclaturas AIPt4=ALGAL, 
AARPt4, AEPA4, AEPA8, AEPA16. Las microalgas fueron cultivadas en régimen 




Figura 1. Manipulación bioquímica de Isochrysis galbana var. T-iso y Phaeodactylum tricornutum, con 
diferentes formulaciones de cultivo. 
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Preparación de muestras: las muestras liofilizadas se trituraron en un mortero. Se 
pesaron 30 mg los cuales se disolvieron en 1 mL de MeOH-. A continuación se sometieron a 
un baño ultrasónico (4°C) durante 45 min. Se centrifugaron a 4500g por 10 min., 
repitiéndose el procedimiento anterior una vez más. Los extractos se almacenaron a -80°C.  
 
Evaluación de la Capacidad Antioxidante (Actividad Antirradical (A.A.)) con 
DPPH: la Capacidad Antioxidante de los extractos fue evaluada empleando un 
espectrofotómetro Jasco V-530 (Jasco Corporation Tokio Japón) por medio del método de 
DPPH (2,2-difenil-1-picridazilo) en disolución con MeOH- 6x10-5 M  (Brand-Williams et 
al.,1995). En una cubeta de cuarzo se colocaron 980 µL de disolución de DHHP en fresco 
más 20 µL del extracto microalgal se mezcló y se midió la absorbancia a 515 nm hasta 
estabilización de la reacción a temperatura ambiente, utilizándose como blanco de reactivos 
metanol. Asimismo, una alícuota de DPPH se empleo como control. Los resultados son 
expresados como % de Inhibición del radical DPPH mg.mL-1 de peso seco liofilizado de 
microalga y calculado como la media ± desviación estándar (SD) (n = 3). El % de Inhibición 
por el radical DPPH fue calculado empleando la siguiente ecuación:  
 
 % Inhibición = [ 1- (Amuestra – Ablanco muestra) / Aconttrol ] x 100  
 
Donde Acontrol es la absorbencia del control (DPPH sin muestra), Amuestra es la absorbencia 
del DPPH mas la muestra, y Ablanco muestra es la absorbencia solo de la muestra (muestra sin 
DPPH). 
 
Determinación del Contenido Polifenólico Total (CPT): el Contenido Polifenólico 
Total (CPT) fue estimado por el ensayo Folin-Ciocalteu (Singleton and Rossi, 1965). Se 
utilizaron 500 µL de cada extracto adicionándole 2,5 mL de reactivo Folin-Ciocalteu diluido 
(1:10). Después de 8 minutos, se añadieron 2,0 mL de carbonato sódico (7,5%) se vorteó y 
se esperó 1 hora a que se completara la reacción a temperatura ambiente, midiéndose la 
absorbencia a 765 nm. Acido gálico (0-500 mg/L) fue empleado como estándar para elaborar 
una curva de calibración. Los resultados son expresados como equivalentes de ácido gálico 
EAG.g-1 de peso seco liofilizado de microalga, calculándose la media ± (SD) (n = 3). 
 
Resultados y discusión. 
 
Actividad Antioxidante (AA) de Phaeodactylum tricornutum e Isochrysis galbana 
var. T-iso. En la tabla 1 se presenta la Actividad Antioxidante (AA) para las microalgas 
Isochrysis galbana var. T-iso manipuladas bioquímicamente con nomenclaturas 
AITISO4=ALGAL, AARTISO4, ADHA4, ADHA8, ADHA16 y Phaeodactylum tricornutum 
con nomenclaturas AIPt4=ALGAL, AARPt4, AEPA4, AEPA8, AEPA16. Las microalgas 
analizadas poseen una muy diversa actividad antioxidante en torno a 5,0-81,0% (Inhibición 
radical DPPH mg.mL-1) para las variedades de Phaeodactylum tricornutum, existiendo 
diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de cultivo (p<0,05) 
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excepto entre AIPt4=ALGAL y AARPt4 (figura 2a); mientras que para las variedades de 
Isochrysis galbana var. T-iso estuvo entre 21-59% (Inhibición radical DPPH mg.mL-1) 
existiendo de igual modo diferencias altamente significativas (p=0,001) entre ellas (p<0,05), 
ver figura 2b.  
No es de sorprenderse que estos protoctistas algales sean tan disímiles 
fisiológicamente en virtud de generar bioquímicamente diferentes biopolímeros aunado a la 
diversidad bioquímica que generaron en ellas las formulaciones de cultivo probadas 
(capítulos 6 y 7), tomando como base de estandarización el medio de cultivo “ALGAL” 
(Fábregas et al.,1984); es por lo cual que fue tan heterogénea su actividad antioxidante, de 
modo que las condiciones AIPt4=ALGAL y AITISO4=ALGAL mostraron un 5 y 37% de 
inhibición respectivamente. En tanto que los tratamientos AARPt4 y AARTISO4 revelaron 
un 5,8 y 53% de inhibición comparativamente. Finalmente los medios de cultivo AEPA y 
ADHA con diferente concentración de nutrientes (4, 8 y 16mM) indicaron un incremento del 
% de inhibición del radical DPPH mg.mL-1 en torno a un 11-81% y un 21-59% 
correspondientemente; los cuales indicaron un coeficiente de correlación r2 de 0,76 y 0,94 















Figura 2. Actividad antioxidante (% inhibición DPPH mg.mL-1), (a) Phaeodactylum tricornutum cultivada 
con diferentes formulaciones de cultivo, (b) Isochrysis galbana var. T-iso cultivada con diferentes 
formulaciones de cultivo. Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existe 
diferencia altamente significativa (p<0,05). 
 
Los compuestos antioxidantes de las microalgas pueden ser de muy diferente 
polaridad; en el presente estudio solo se evaluó la extracción con metanol (tabla 1) no 
hallando registros hasta el momento donde hagan mención de AA para las especies aquí 
estudiadas, ni bajo condiciones de manipulación bioquímica. Diversos autores han reportado 
AA para otro tipo de microalgas tanto de agua marina como dulce con extractos en n-
hexano, etylacetato, agua, etanol, etanol-éter (Lei et al.,2006; Li et al.,2007; Guzmán-
Murillo et al.,2007); en las cuales aun con la oscilación de valores de AA respecto a su 
polaridad, son resultados que se encuentran muy por debajo de los descritos en las especies 
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Porphyridium sp encontrando un % de inhibición del ácido thiobarbiturico entre un 45 y 87% 
cuando empleo de 2 a 10 mg.mL-1de microalga liofilizada. Huang et al.,2007 enriqueciendo 
con selenio a Spirulina platenses determina la AA en diversos fracciones incluidas 
ficocianina, polimeros de ficocianina unida a selenio describiendo % de inhibición en torno a 
17,5-38,0% empleando 20g de material liofilizado. Por otra parte Hu et al.,2008 
determinando la AA en extractos de diversos carotenoides en Dunaliella salina obtiene % de 
inhibición de 67,32-77,37% empleando 40mg.mL-1 de biomasa para su determinación. 
 
Por otra parte autores como Duan et al.,2006; Rocha de Souza et al.,2007; Nahas et 
al.,2007; Zhang et al.,2007 han mencionado sobre la AA en varias macroalgas con extractos 
en metanol, etil-acetato, éter, n-butanol, diclorometano, n-hexano así como mezclas de 
solventes como metanol-cloroformo, metanol-diclorometano y etanol-éter obteniendo valores 
de AA entre 1,0 y 110,3 % inhibición del radical DPPH, oscilación dentro de la cual se 
encuentran los resultados obtenidos en las microalgas del presente estudio (tabla 3). Por 
otra parte Zubia et al.,2007, determinando la AA en 17 macroalgas de la división 
Chlorophyta, 8 de la división Phaeophyta y 23 de la división Rhodophyta, describe valores de 
1,44-51,48%, 0,32-34,88% y 2,84-77,71% (inhibición radical DPPH mg.mL-1) 
respectivamente, resultados que están muy cercanos a los obtenidos con microalgas en las 
condiciones AEPA16(81%), AARTISO4(53%), ADHA8(48%) y ADHA16(59%). 
Es en base a lo anteriormente reportado y no existiendo información previa en 
cuanto a la AA de los extractos de las dos microalgas aquí estudiadas así como de sus 
variedades producto de su manipulación bioquímica; es que este estudio proporciona valiosa 
información sobre su alta capacidad antioxidante. Estas microalgas cultivadas con diferentes 
formulaciones pueden ser catalogadas como potenciales fuentes ricas en antioxidantes 
naturales preventivos en la cadena trófica así como prevenir el deterioro oxidativo de 















Figura 3. Coeficientes de correlación actividad antioxidante (% inhibición DPPH mg.mL-1), (a) 
Phaeodactylum tricornutum cultivada con AEPA4, 8 y 16mM, (b) Isochrysis galbana var. T-iso cultivada 
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Contenido Polifenólico Total (CPT) en Phaeodactylum tricornutum e 
Isochrysis galbana var. T-iso. Compuestos fenólicos, como flavonoides, ácidos fenólicos y 
taninos se consideran los principales contribuyentes a la capacidad antioxidante de las 
plantas superiores. Estos antioxidantes también poseen diversas actividades biológicas, tales 
como anti-inflamatorias, anti-artereoscleróticas y anti-cancerígenos (Li et al.,2007) ; además 
de ser un importante factor relacionado con la supervivencia al promover respuestas 
inmunoreguladoras mediante mecanismos de defensa a nivel de pared celular al quelatar los 
ROS en algunas fases del desarrollo larval de peces, crustáceos y evitar la peroxidación de 
los lípidos, proteínas y DNA corporales. Estas actividades están relacionadas con actividad 
antioxidante preventiva (Song and Yen, 2002). 
El contenido polifenólico total (CPT) de la fracción en metanol, de las microalgas 
Isochrysis galbana var. T-iso con las formulaciones de cultivo AITISO4=ALGAL, 
AARTISO4, ADHA4, ADHA8, ADHA16 y Phaeodactylum tricornutum con los medios de 
cultivo AIPt4=ALGAL, AARPt4, AEPA4, AEPA8, AEPA16 también fue evaluado, utilizando 
el método de Folin-Ciocalteu (Singleton and Rossi, 1965). La variación del CPT  se observa 
en la tabla 4. 
El CPT (mg EAG.g-1 microalga) para Isochrysis galbana var. T-iso mostró los 
siguientes valores: 2,30 (AITISO4=ALGAL), 2,50 (AARTISO4), 1,80 (ADHA4), 2,50 
(ADHA8) y 2,50 (ADHA16) indicándonos la existencia de diferencias significativas 
(p=0,001) entre las condiciones de cultivo (p<0,05) excepto entre AARTISO4, ADHA8 y 
ADHA16 (figura 4a). Por lo que respecta a Phaeodactylum tricornutum se obtuvo: 2,40 
(AIPt4=ALGAL), 2,50 (AARPt4), 2,60 (ADHA4), 3,10 (ADHA8) y 5,20 (ADHA16) 
existiendo diferencias significativas (p=0,001) entre las condiciones de cultivo (p<0,05) 
excepto entre AIPt4=ALGAL, AARPt4 y ADHA4 (figura 4b). Demostrar que las condiciones 
de cultivo ADHA y AEPA con diferente concentración de nutrientes (4, 8 y 16mM) ajustaron 















Figura 4. Contenido polifenólico total (mg EAG.g-1 microalga), (a) Isochrysis galbana var. T-iso 
cultivada con diferentes medios de cultivo, (b) Phaeodactylum tricornutum cultivada con diferentes 
formulaciones de cultivo. Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existe 
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Para las microalgas aquí estudiadas es nula la información acerca del CPT, sin 
embargo en macroalgas algunos autores han demostrado un CPT inferior (ver tabla 5) a los 
resultados del presente estudio (ver tabla 5); en tanto que otros autores (Duan et al.,2006) 
han señalado un alto CPT en extractos y fracciones en diferentes tipos de solventes entre 
8,16 y 73,7 mg EAG. g-1 de macroalga (tabla 5); no comparable con los resultados de 
nuestras microalgas; esto puede atribuirse al tamaño de muestra para obtención de los 
extractos y a la polaridad de los solventes empleados (tabla 5). Al respecto Li et al.,2007 
empleando en los extractos de 23 microalgas, solventes como hexano y étil-acetato para 
determinar el CPT obtiene entre un 2,37-39,87 y 0,01-9,80 mg EAG. g-1 de microalga 
respectivamente. Zubia et al.,2007 evaluando el CPT de 48 macroalgas utilizando 5 g 
liofilizados de material y extrayendo con diclorometano:metano (2:1), obtiene valores entre 
0,34 y 8,13 mg EAG. g-1 de macroalga valores por encima de nuestros resultados, 














Figura 5. Coeficientes de correlación Contenido polifenólico total (mg EAG.g-1 microalga), (a) Isochrysis 
galbana var. T-iso cultivada con ADHA4, 8 y 16mM, (b) Phaeodactylum tricornutum cultivada con 
AEPA4, 8 y 16mM. 
 
Correlación entre Actividad Antioxidante (AA) y Contenido Polifenólico Total 
(CPT) (descrita previamente por Wangensteen et al.,2004) con el solvente metanol: se 
obtuvieron los siguientes coeficientes de correlación (R2) 0,40, 0,84, 0,75 y 0,96 (revelando 
una asociación positiva p<0,001) para Phaeodactylum tricornutum e Isochrysis galbana var. 
T-iso cultivadas e enriquecidas con las formulaciones AIPt4=ALGAL, AARPt4, 
AITISO4=ALGAL y AARTISO4 (figura 6 a-b y 7 a-b) respectivamente.  
 
Del mismo modo la condición de cultivo AEPA con diferente concentración de 
nutrientes (4, 8 y 16mM) indicó R2 de 0,96, 0,87, 0,92 (p<0,001) ver figura 6 c,d,e; en 
tanto que la condición ADHA4, 8 y 16mM expresó R2=0,95, 0,82 y 0,98 (p<0,001) (figura 7 
c,d,e). Valores de correlación que se encontraron muy por encima de lo reportado por Li et 
al.,2007 con otro tipo de solventes y especies microalgales ya que con hexano obtienen solo 
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En lo que respecta a macroalgas donde se empleo el mismo tipo de solvente que el 
presente estudio, otros más con diferente polaridad y mezclas de los mismos sus coeficientes 
de correlación para DPPH y polifenoles totales son de naturaleza inferior en Polysiphonia 
urceolata con un R2=0,83 y 0,89 (p<0,001) y Symphyocladia latiuscula con R2=0,72 y 0,77 
(p<0,001) (Duan et al.,2006; Zhang et al.,2007). El CPT en base a los altos coeficientes de 
correlación descritos se podría presumir contribuyen a la AA de las microalgas y sus 
variedades aquí motivo de estudio; ya que las microalgas producen una amplia gama de 
antioxidantes incluyéndose los carotenoides, ácidos grasos poliinsaturados, polisacáridos etc 
(Chen, 1996; Chen et al.,2005; Guzmán-Murillo et al.,2007), sin embargo aun no existe 
evidencia científica concreta que evidencie que todos los compuestos fenólicos contribuyan a 
su capacidad antioxidante.  
 
En estudios previos ya fueron demostradas correlaciones significativas en varias 
macroalgas (Jiménez-Escrig et al.,2001); sin embargo pocos son los estudios donde se 
relacionan estos parámetros en microalgas. Aunque los compuestos fenólicos pueden ser los 
principales antioxidantes en bastantes especies de plantas como verduras, frutas y plantas 
medicinales (Lee et al.,2003; Cai et al.,2004; Soong and Barlow, 2004; Wong et al.,2006). 
 
Importante destacar que la manipulación bioquímica de la cual fueron objeto las 
microalgas aquí estudiadas mediante su cultivo con diferentes formulaciones contribuyó en la 
obtención de altos coeficiente de correlación de estos dos parámetros de estudio, punto 
importante e innovador biotecnológicamente hablando. En base a la diversidad microalgal es 
que se asume que aun existe un gran número de compuestos polifenólicos por descubrir y 
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Figura 6. Coeficientes de correlación entre la 
capacidad antioxidante y contenido polifenólico 
total con MEOH-. (a) AIPt4=ALGAL, (b) AARPt4, 
(c) AEPA4, (d) AEPA8, (e) AEPA16. DPPH: 2,2-
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 Se han desarrollado y utilizado diferentes métodos para la determinación de la 
actividad antioxidante en diferentes fracciones. En nuestros resultados el ensayo con DPPH 
para determinar el % de inhibición del radical, se considera adecuado para evaluar 
sistemáticamente el total de la capacidad antioxidante del extracto con metanol de 
Phaeodactylum tricornutum e Isochrysis galbana var. T-iso con valores altos (tabla 2) 
comparados con la determinación efectuada con el radical Trolox por Li et al.,2007 para la 
evaluación de la actividad antioxidante y contenido polifenólico total en 23 diferentes 
microalgas. Mencionar además que la resolución de nuestros resultados se considera rápida, 
simple y fiable (Molyneux 2004) en virtud de que en nuestras determinaciones solo se 
emplearon 30 mg de microalga liofilizada en comparación de los 200 mg de microalga 
empleada por el ya citado autor (tabla 2). La actividad antioxidante de los supuestos 
antioxidantes en las microalgas del presente estudio puede atribuirse a varios mecanismos. 
Entre estos esta la prevención e iniciación en cadena de la unión y catálisis de iones 
metálicos dada la complejidad mineral de los medios de cultivo de las microalgas de este 
estudio (Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2-); descomposición de complejos 
peróxidos, y prevención a la acción y eliminación de radicales OH-, lo que nos explicaría la 
variabilidad de los coeficientes de correlación encontrados entre la AA y el CPT (Heinoman 
et al.,1998; Cakir et al.,2003; Huang et al.,2005). Al respecto Huang et al.,2001, 2002; Li et 
al.,2003, mencionan que el selenio suele ser un componente importante a nivel celular, es 
decir selenoenzimas y selenoproteínas, desempeñando un papel importante en el 
mantenimiento de la integridad de la membrana celular y proteger los lípidos, lipoproteínas y 
daño oxidativo del ADN en células animales; por lo que Spirulina platensis ha sido consumida 
como alimento y suplemento nutricional por bastante tiempo y ha sido investigada como una 
matriz para la producción de compuestos que contienen selenio, transformando selenio 
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Los bajos índices de correlación encontrados en las condiciones de cultivo 
AIPt4=ALGAL(R2=0,75 p<0,05) y AITISO4=ALGAL(R2=0,40 p<0,05) con respecto a los 
demás tratamientos que poseen una mayor complejidad mineral es debido posiblemente a 
que su contenido polifenólico total no incluye en cantidad todos los antioxidantes que poseen 
las microalgas cultivadas con las nuevas formulaciones de cultivo (AARPt4, AARTISO4, 
AEPA4, 8 y 16, ADHA4, 8 y 16). Además de que tal vez haya otros antioxidantes que son 
estructuralmente diferentes de compuestos fenólicos existentes en las microalgas 
modificadas bioquímicamente por los diferentes medios de cultivo, tales como ácido 
ascórbico, carotenoides y tocoferol (Sun and Ho 2005). 
 
Los compuestos fenólicos han sido altamente reconocidos por su importante papel 
como antioxidantes dietéticos y agentes quimiopreventivos (Bravo 1998). Informes 
anteriores han descrito la existencia de una relación directa entre la actividad antioxidante y 
el contenido polifenólico total en algunas hierbas, vegetales y frutas (Velioglu et al.,1998). 
Sin embargo también existen algunos informes donde no encuentran relación alguna 
Figura 7. Coeficientes de correlación entre la 
capacidad antioxidante y contenido polifenólico 
total con MEOH-. (a) AITISO4=ALGAL, (b) 
AARTISO4, (c) ADHA4, (d) ADHA8, (e) 
ADHA16. DPPH: 2,2-difenil-1-picridazilo, EAG: 
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Capitulo 10: Evaluación de la Capacidad Antioxidante (AA) y Contenido Polifenólico Total (CPT), 
en las microalgas Phaeodactylum tricornutum e Isochrysis galbana var T-iso, manipuladas 
bioquímicamente  
 410
(Kähkönen et al.,1999). En el presente estudio encontramos que en Phaeodactylum 
tricornutum  e Isochrysis galbana var. T-iso cultivadas con diferentes formulaciones, hacen 
figurar diversas proporciones de componentes fenólicos además de promover diversos 
grados de actividad antioxidante; al respecto Guzmán-Murillo et al.,2007 cultivando con 
diferente fuente de nitrogeno a Phaedactylum tricornutum obtiene diferentes proporciones de 
















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Capitulo 10: Evaluación de la Capacidad Antioxidante (AA) y Contenido Polifenólico Total (CPT), 





























Cladophora vagabunda 1.23±0.1       Zhang et al.,2007 
Codium fragile 0.27±0.0       Zhang et al.,2007 
 
Phaeophyta         
 
Desmarestia viridis 1.42±0.1       Zhang et al.,2007 
Dictyopteris divaricada 0.96±0.0       Zhang et al.,2007 
Ectocarpus siliculosus 0.87±0.0       Zhang et al.,2007 
Laminaria japonica 0.32±0.0       Zhang et al.,2007 
Sargassum horneri 0.41±0.0       Zhang et al.,2007 
Sargassum thunbergii 0.29±0.0       Zhang et al.,2007 
Scytosiphon lomentaria 0.52±0.0       Zhang et al.,2007 
 
Rhodophyta         
 
Ahnfeltiopsis flabelliformis 0.21±0.0       Zhang et al.,2007 
Ceratium kondoi 0.44±0.0       Zhang et al.,2007 
Chondria crassicaulis 2.36±0.1       Zhang et al.,2007 
Chondria tenuissima 1.19±0.1       Zhang et al.,2007 
Chondrus ocellatus 0.12±0.0       Zhang et al.,2007 
Chrysymenia wrightii 1.24±0.1       Zhang et al.,2007 
Corallina officinalis 0.30±0.0       Zhang et al.,2007 
Gelidium amansii 0.43±0.0       Zhang et al.,2007 
Gloiopeltis furcata 1.47±0.1       Zhang et al.,2007 
Gracilaria vermiculophylla 0.62±0.0       Zhang et al.,2007 
Gracilaria lemaneiformis 0.88±0.0       Zhang et al.,2007 
Gracilaria gracilis 0.10±0.0       Zhang et al.,2007 
Gracilaria textorii 0.67±0.0       Zhang et al.,2007 
Grateloupia filicina 0.22±0.0       Zhang et al.,2007 
Heterosiphonia japonica 3.06±0.1       Zhang et al.,2007 
Hyalosiphonia caespitosa 0.27±0.0       Zhang et al.,2007 
Lomentaria hakodatensis 0.72±0.0       Zhang et al.,2007 
Plocamium telfairiae 0.35±0.0       Zhang et al.,2007 
Symphyocladia latiuscula 8.0±0.1       Zhang et al.,2007 
 




---  71.6±0.0 11.3±0.1 73.7±0.0 52.1±0.3 8.16±0.0 Duan et al.,2006 
Microalgas 
 




        
Phaeodactylum tricornutum #1  2.40±0.2      Este estudio 
Phaeodactylum tricornutum #2  2.50±0.1      Este estudio 
Phaeodactylum tricornutum #3  2.60±0.2      Este estudio 
Phaeodactylum tricornutum #4  3.10±0.3      Este estudio 




        
Isochrysis galbana var.T-iso *1  2.30±0.1      Este estudio 
Isochrysis galbana var.T-iso *2  2.50±0.2      Este estudio 
Isochrysis galbana var.T-iso *3  1.80±0.1      Este estudio 
Isochrysis galbana var.T-iso *4  2.50±0.2      Este estudio 
Isochrysis galbana var.T-iso *5 
 
 2.50±0.2      Este estudio 
a,bContenido polifenólico total es expresado como equivalentes de ácido gálico (mg EAG. g-1 macro y microalga). (A): 
Extracto Metanol-Cloroformo (2:1) (100mg), (B): Extracto Metanol (30mg), (C): Extracto Crudo (100g), (D): Fracción 
Éter Petróleo (100g), (E): Fracción Etíl-acetato (100g), (F): Fracción n-Butanol (100g), (G): Residuo acuoso (100g). --
-: no determinado. #1: AIPt4=ALGAL, #2: AARPt4, #3: AEPA4, #4: AEPA8, #5: AEPA16. *1: AITISO4=ALGAL, *2: 







































Estudio del Tamaño Celular (FS), Complejidad Celular o Granularidad 
(SS) y Autofluorescencia (Cla), por Citometría de Flujo, en las microalgas 
Phaeodactylum tricornutum e Isochrysis galbana var. T-iso, manipuladas 
bioquímicamente con los medios de cultivo Algal Alta Rendimiento (AARPt, 
















Capitulo 11: Estudio del Tamaño Celular (FS), Complejidad Celular o Granularidad (SS) y 
Autofluorescencia (Cla), por Citometría de Flujo, en las microalgas Phaeodactylum tricornutum e 





La citometría de flujo durante las últimas dos décadas ha sido reconocida como una 
poderosa herramienta en el estudio del fitoplancton además de permitir determinar un 
elevado número de funciones celulares en tiempo real, además del tamaño, complejidad y 
autofluorescencia de la clorofila celular, a gran velocidad y simultáneamente. Asimismo de 
otros constituyentes subcelulares como enzimas, lípidos, ácidos nucleicos y toxinas (Burkill 
and Mantoura 1990; Dubelaar et al.,2007; Cellamare et al.,2010; Lopes de Silva et 
al.,2010), donde las células se mueven en un flujo, utilizando una amplia variedad de 
moléculas bioquímicamente específicas, no tóxicas y fluorescentes, en condiciones muy 
cercanas al estado in vivo en exposiciones no prolongadas a niveles de luz muy elevados. El 
tiempo de aceleración en un citómetro y el paso de la célula frente al haz de luz del láser se 
producen en unas fracciones de segundo, de modo que el proceso de medida ejerce una 
influencia mínima sobre las células. Los resultados del análisis se presentan normalmente en 
forma de un histograma de distribución de la población celular con respecto a los parámetros 
analizados (Shapiro, 1990). La información se obtiene a través del uso de varias propiedades 
ópticas de las células o partículas, de un rango de tamaño entre 1 y 150 μm. 
 
 La epifluorescencia o citometría de flujo basada en láser, la autofluorescencia de los 
pigmentos, la fluorescencia inducida por tinciones y la luz dispersada son utilizadas como 
sondas para cuantificar subpoblaciones en cultivos microalgales y en poblaciones naturales 
de fitoplancton. Esta técnica cuando se combina con tinciones bioquímicas selectivas y 
tecnología de inmunofluorescencia hace posible la medida simultánea de parámetros como 
clorofila, proteína, ADN, además de la luz dispersada en 90°, sobre células o partículas 
individuales. Las medidas se hacen a tasas entre 1000-100000 células por segundo (Shapiro, 
1988). La probabilidad de procesar un gran número de partículas permite un análisis 
estadístico riguroso, incluso para muestras naturales heterogéneas (Cid 1993). 
 
Cuando la célula pasa frente al haz de láser en el citómetro de flujo produce una 
señal con una intensidad determinada; esta señal es detectada por un fotosensor que la 
convierte en un pulso electrónico cuya amplitud es proporcional a la intensidad de la señal. El 
pulso se procesa a través de amplificadores logarítmicos. El amplificador logarítmico 
convierte la amplitud de la señal en su logaritmo. En cada caso la amplitud del pulso se mide 
en voltios y se convierten en un número canal, que varía entre 0 y 1023, para una resolución 
de 1024 canales. Este número canal es proporcional al logaritmo de la señal. El pico-canal se 
corresponde con el canal en el que aparece la moda de la distribución de datos en cada caso. 
El tamaño celular se detecta en función de la luz refractada en un ángulo <25°, lo que se 
conoce como luz refractada en el ángulo anterior o dispersión frontal de la luz (“Forward 
Light Sactter” o FSC) (Shapiro, 1988). La granularidad celular se detecta en función de la luz 
refractada en un ángulo >68°, que es lo que se denomina luz refractada lateralmente (“Side 
Light Scatter” o SSC).  
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Dado que la mayoría de las microalgas marinas unicelulares presentan generalmente 
una fluorescencia natural muy fuerte, pudiendo medirla en una o varias longitudes de onda, 
la autofluorescencia es la que corresponde con la señal emitida por las clorofilas y pigmentos 
relacionados tras ser excitadas a 488 nm; la emisión fluorescente captada es la que se 
encuentra por encima de los 645 nm (FL4), pudiendo ser capaz de diferenciar los grupos de 
fitoplancton, hasta cierto punto (Dubelaar and Jonker, 2000; Bouman et al.,2006; Duchemin 
et al.,2008). La evaluación de las células se realizo en torno a las 10,000 y 15,000 unidades, 
lo que nos da una gran capacidad de medidas multíparamétricas y gran tamaño de la 
población analizada. 
 La citometría de flujo como una biotecnología medica, además de emplearse en la 
cuantificación del fitoplancton y sus parámetros, es útil también para evaluar la absorción de 
partículas por bivalvos (Li et al.,2009), e inmunología de vertebrados e invertebrados 




Para el análisis de estos 3 parámetros celulares en Phaeodactylum tricornutum 
(AIPt4=ALGAL, AARPt4, AEPA4, 8 y 16) e Isochrysis galbana var. T-iso 
(AITISO4=ALGAL, AARTISO4, ADHA4, 8 y 16) se fijaron (n=3) muestras celulares en 
cultivo semicontinuo de 1 mL con 100μL de la formulación hecha con paraformaldehído (PFA) 
y glutaraldehído (P+G) (1%P+0,05%G final); posteriormente se ultracongelaron a -50°C. La 
fijación facilita la entrada de los fluorocromos que tiñen los ácidos nucleicos (Bullock and 
Petrusz, 1984; Sato et al.,2006). Vaulot et al.,1989; Burkill and Mantoura 1990; sugieren la 
utilización de glutaraldehído al 1% y Premazzi et al.,1989 desarrollaron un protocolo con 
paraformaldehído (libre de metanol) entre 0,1 y 0,5%. Por lo que Troussellier et al.,1995 
realizan un comparativo, concluyendo que el PFA o formalina es mejor que el glutaraldehído, 
tanto para la permeabilización celular (facilitando una posterior tinción) para un mejor 
mantenimiento de la fluorescencia. Además el PFA no modifica las características de tamaño 
celular. Las muestras se pincharon en un citómetro FACScan Becton-Dickinson, con el 
programa de análisis LYSIS II de la misma marca: La fuente de luz que empleo este 
fotómetro es un láser de ión argón, que emite a 488 nm (luz azul).  
 
Resultados y discusión. 
 
 El empleo de diferente complejidad elemental en las formulaciones de cultivo en 
Phaeodactylum tricornutum (AIPt4=ALGAL, AARPt4, AEPA4, 8 y 16, capítulos 5 y 7) e 
Isochrysis galbana var. T-iso (AITISO4=ALGAL, AARTISO4, ADHA4, 8 y 16, capítulos 5 y 
6), produjo una marcada diversidad en el volumen o tamaño celular (FSC), los cuales se 
pueden observar en los histogramas 1 a-e y 2 a-e respectivamente, una vez analizadas por 
citometría de flujo. Dichas células mostraron así un cambio de volumen o tamaño referido en 
porcentaje (ver figura 1 a-b) con respecto a los medios AIPt4 y AITISO4 (control) de 
acuerdo a la ecuación descrita por Reader et al.,1993:  
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 %V=100-[100(VAIPt4 o AITISO4 – VAARPt4, AARTISO4, AEPA4,8, 16, ADHA4,8,16) / VAIPt4 o AITISO4] 
 
Donde %V es el porcentaje de variación del tamaño celular problema; V AIPt4 o AITISO4 
es el tamaño medio celular del control, expresado en no. de canales y VAARPt4, AARTISO4, 
AEPA4,8, 16, ADHA4,8,16 es el tamaño medio celular con diferentes medios de cultivo en 















Figura 1. Volumen o tamaño celular (FSC No. de canales), por citometría de flujo en Phaeodactylum 
tricornutum (a) e Isochrysis galbana var. T-iso (b) cultivadas con diferentes formulaciones. Los 
resultados se expresan como porcentaje de la variación del tamaño celular de las condiciones AARPt4, 
AARTISO4, AEPA4, 8 16 y ADHA4, 8 16 con respecto al tamaño celular de AIPt4 y AITISO4 
(control).Media ± SD (n=3).  
 
Los resultados de la citometría de flujo nos indicaron la existencia de diferencias 
altamente significativas (p=0,001) entre las condiciones de cultivo (p<0,05) en ambas 
microalgas; ver figura 2 a-b, tabla 1. Indicar además que las condiciones de cultivo AEPA y 
ADHA con diferente concentración de nutrientes (4, 8 y 16mM), observaron coeficientes de 
correlación R2=0,75 y 1 correspondientemente (figura 3 a-b) con ajuste a una tendencia 
lineal positiva en el incremento del tamaño celular. 
 
 El volumen o tamaño celular es una característica importante en un microorganismo 
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Histograma 1. Determinación del volumen o 
tamaño celular (FSC no. de canales), por 
citometría de flujo en Phaeodactylum tricornutum 
cultivada con diferentes formulaciones (n=3) 
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Histograma 2. Determinación del volumen o 
tamaño celular (FSC no. de canales), por 
citometría de flujo en Isochrysis galbana var. T-iso 
cultivada con diferentes formulaciones (n=3) 
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Figura 2. Volumen o tamaño celular (FSC No. de canales), por citometría de flujo en Phaeodactylum 
tricornutum (a) e Isochrysis galbana var. T-iso (b) cultivadas con diferentes formulaciones. Media ± SD 
















Figura 3. Coeficientes de correlación del volumen o tamaño celular (No. de canales), (a) 
Phaeodactylum tricornutum cultivada con AEPA, (b) Isochrysis galbana var. T-iso cultivada con ADHA y 
diferente concentración de nutrientes (4, 8 y 16mM). 
 
 Otero 1994 en su estudio sobre la modificación de la composición bioquímica de 
Phaeodactylum tricornutum cultivada con el medio “ALGAL” (Fábregas et al.,1984) en 
régimen de ciclostato, evalúo por citometría de flujo su tamaño celular, hallando que este se 
incrementaba con la concentración de nutrientes, tal y como ocurrió en el presente estudio 
con las formulaciones de cultivo AEPA y ADHA con diferente concentración de nutrientes (4, 
8 y 16mM, figura 3 a-b y tabla 1). Así mismo sucedió con la diferencia de tamaño que 
mostraron las células con las condiciones de cultivo AARPt4 y AARTISO4 con mayor 
complejidad mineral con respecto a las células cultivadas con AIPt4, y AITISO4 (“ALGAL”) 
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Stauber and Florence 1987; Cid 1993; Umorin and Lind 2005, indican que cuando se 
incrementa la concentración de un elemento o nutriente con base en el tiempo de exposición 
se produce un aumento del volumen o tamaño celular, el cual según estudios del segundo 
autor en Phaeodactylum tricornutum incorporando cobre en altas concentraciones por lapsos 
de 96h logra hasta un 125% de mayor tamaño con respecto al tiempo cero. Los resultados 
del tamaño celular en nuestro estudio son en un máximo de 24h dado que los cultivos se 
encontraron en semicontinuo con una tasa diaria de renovación del 30%, lo que produjo 
aumentos de tamaño dada la complejidad elemental (AARPt4, AEPA4, 8 y 16) de entre un 
3,13 y 24,83% en células de Phaeodactylum tricornutum con respecto a AIPt4=ALGAL 
(figura 1a), en tanto que en células de Isochrysis galbana var. T-iso (AARTISO4, ADHA4, 8 
y 16) se hallaron incremento de tamaños de entre el 12,94 y 22,84% con respecto a células 
cultivadas con AITISO4=ALGAL (figura 1b). Stokes et al.,1973 indican un aumento de 
tamaño en células de Chlorella y Scenedesmus, las cuales al dividirse recuperan su tamaño 
normal cuando son transferidas a un medio libre de cobre. Bolaños et al.,1992 en la 
cianobacteria Anabaena observa mediante microscopia electrónica de transmisión, deterioro 
y aumento de su tamaño celular cuando es expuesta a concentraciones altas de cadmio. 
Fábregas et al.,1996a; Fábregas et al.,1996b mencionan que Phaeodactylum 
tricornutum incrementa su volumen celular con la tasa de renovación lo que sugiere un 
mayor contenido de minerales por otra parte Rebolloso Fuentes et al.,2000 mencionan que si 
los minerales son biodisponibles, no tóxicos o antinutricionales serán empleados 
fisiológicamente y nutricionalmente por las células en adecuado balance de su concentración 
(Carvalho et al.,2006). En condición de abundancia de nutrientes, las microalgas captan 
mayores cantidades de elementos del medio, es así que la presión osmótica celular aumenta, 
dando lugar a una mayor absorción de aniones y cationes. 
 
Algunos elementos como el cobre afectan los mecanismos de regulación del tamaño 
celular (Riisgard et al.,1980), debido tal vez al incremento de la permeabilidad al sodio o 
reduciéndola al potasio y cloro. Tal hecho podría explicar el incremento del tamaño en las 
células de Phaedactylum tricornutum e Isochrysis galbana var. T-iso cultivadas con 
formulaciones (capítulo 5) más complejas sobre las menos complejas. 
 
En lo que respecta a la complejidad celular o granularidad (SSC) debida a la 
composición elemental en las formulaciones de cultivo con Phaeodactylum tricornutum 
(AIPt4=ALGAL, AARPt4, AEPA4, 8 y 16) e Isochrysis galbana var. T-iso 
(AITISO4=ALGAL, AARTISO4, ADHA4, 8 y 16); la citometría de flujo indico diferencias 
las cuales se pueden observar en los histogramas 3 a-e y 4 a-e respectivamente. Resultados 
que nos revelaron la existencia de diferencias altamente significativas (p=0,001) entre las 
condiciones de cultivo (p<0,05) en ambas microalgas, observar figura 4 a-b y tabla 1. 
Indicar además que las condiciones de cultivo AEPA y ADHA con diferente concentración de 
nutrientes (4, 8 y 16mM), mostraron coeficientes de correlación R2=1 y 0,99 con ajuste a 
una tendencia polinomial en el primer caso en tanto que en el segundo a una tendencia lineal 
negativa (figura 5 a-b) en términos de granularidad. 
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Histograma 3. Determinación de la complejidad 
celular o granularidad (SSC), por citometría de 
flujo en Phaeodactylum tricornutum cultivada con 
diferentes formulaciones (n=3). 
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Katsuragi and Tani 2001 mencionan que son diversos los métodos de marcaje por los 
cuales es posible apreciar la complejidad interna celular. Al respecto Stauber and Florence 
1987 observaron cambios morfológicos en células de la diatomea Nitzschia closterium con 
diferentes concentraciones de cobre. Cid 1993 en Phaeodactylum tricornutum observa 
cambios en la complejidad interna celular cuando expone a las células a altas 
concentraciones de cobre. Smith 1983 en la diatomea Dytilum brigtwellii expuesta a cobre 
revela un alejamiento del protoplasma de la pared celular y los cloroplastos agrupados. 
Rachlin et al.,1982 efectuando un análisis morfométrico de la cianobacteria Plectonema 
boryanum expuesta a cobre mostró un descenso del área superficial en los tilacoides, 
reducción en el volumen de las inclusiones lipídicas y la aparición de cuerpos granulares 
electrodensos. Daniel and Chamberlain, 1981 en la diatomea Amphora veneta observaron 
cuerpos polifosfatados que contenían además de fósforo, calcio y cobre dentro de las 
vacuolas así como cuerpos cúpricos asociados a membranas que poseían azufre, calcio y 
cobre. Sicko-Goad, 1982, menciona que la granularidad también puede deberse a un 
aumento del número o tamaño de las vacuolas, que poseen la facultad de excretar el metal 
que esta absorbiéndose en exceso al interior de la célula. La incorporación de elementos en 
las microalgas se produce en dos fases, la primera que es muy rápida es la adsorción 
fisicoquímica en la superficie de las células, y la segunda fase que es muy lenta, es la 
acumulación intracelular (dependiente del metabolismo). Moreno-Garrido et al.,1998, 1999; 
Schmitt et al.,2001 informan que las microalgas acumulan grandes cantidades de elementos 
como el cobre y silicio los cuales no segregan al medio de cultivo hasta después de algún 
tiempo. 
 
 Si bien en Phaeodactylum tricornutum e Isochrysis galbana var., T-iso describimos 
diversa granularidad en sus células, no podemos establecer a que mecanismo celular en 
concreto son debidas, pero si podemos aseverar que la complejidad elemental de las 
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Histograma 4. Determinación de la complejidad 
celular o granularidad (SSC), por citometría de 
flujo en Isochrysis galbana var. T-iso cultivada 
con diferentes formulaciones (n=3) 
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Figura 4. Complejidad celular o granularidad (SSC No. de canales), por citometría de flujo en 
Phaeodactylum tricornutum (a) e Isochrysis galbana var. T-iso (b) cultivadas con diferentes 
formulaciones. Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existe diferencia 
















Figura 5. Coeficientes de correlación de la complejidad celular o granularidad (No. de canales), (a) 
Phaeodactylum tricornutum cultivada con AEPA, (b) Isochrysis galbana var. T-iso cultivada con ADHA y 
diferente concentración de nutrientes (4, 8 y 16mM). 
 
Un parámetro más, medido por citometría de flujo fue la autofluorescencia de la 
clorofila a (FL4) en Phaeodactylum tricornutum (AIPt4=ALGAL, AARPt4, AEPA4, 8 y 16) 
e Isochrysis galbana var. T-iso (AITISO4=ALGAL, AARTISO4, ADHA4, 8 y 16); 
autofluorescencia que nos indico marcadas diferencias, que se observan en los histogramas 5 
a-e y 6 a-e respectivamente. Tales diferencias son aun más claras cuando en dichas células 
se muestra la autofluorescencia referida en términos de porcentaje (ver figura 6 a-b) con 
respecto a las condiciones de cultivo AIPt4 y AITISO4 que son las condiciones control sobre 
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las cuales fueron formuladas los medios de cultivo AARPt4, AARTISO4, AEPA4, 8 16 y 
ADHA4, 8 16 (capítulos 5, 6 y 7) y en los cuales se esperaron diferencias de acuerdo a la 
ecuación descrita por Reader et al.,1993: 
 
 %F=100-[100(FAIPt4 o AITISO4 – FAARPt4, AARTISO4, AEPA4,8, 16, ADHA4,8,16) / FAIPt4 o AITISO4] 
 
Donde %F es el porcentaje de variación de la autofluorescencia celular problema; 
FAIPt4 o AITISO4 es la autofluorescencia media celular del control, expresada en no. de canales 
y FAARPt4, AARTISO4, AEPA4,8, 16, ADHA4,8,16 es la autofluorescencia celular media con diferentes 
















Figura 6. Autofluorescencia Cla (FL4 No. de canales), por citometría de flujo en Phaeodactylum 
tricornutum (a) e Isochrysis galbana var. T-iso (b) cultivadas con diferentes formulaciones. Los 
resultados se expresan como porcentaje de la autofluorescencia celular de las condiciones AARPt4, 
AARTISO4, AEPA4, 8 16 y ADHA4, 8 16 con respecto a la autofluorescencia celular de AIPt4 y 
AITISO4 (controles).Media ± SD (n=3).  
 
Los valores hallados por citometría de flujo nos revelaron la existencia de diferencias 
altamente significativas (p=0,001) entre las diferentes formulaciones de cultivo (p<0,05) en 
ambas microalgas, ver figura 7 a-b y tabla 1. Indicar igualmente que las condiciones AEPA y 
ADHA cultivadas con diferente concentración de nutrientes (4, 8 y 16mM), mostraron 
coeficientes de correlación R2=0,98 y 1 con ajuste a una tendencia lineal positiva en el 
contenido de clorofila a (figura 8 a-b).  
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Histograma 5. Autofluorescencia clorofila a (FL4), 
por citometría de flujo en celulas de Phaeodactylum 
tricornutum cultivada con diferentes formulaciones 
(n=3). 
Capitulo 11: Estudio del Tamaño Celular (FS), Complejidad Celular o Granularidad (SS) y 
Autofluorescencia (Cla), por Citometría de Flujo, en las microalgas Phaeodactylum tricornutum e 












































Histograma 6. Autofluorescencia clorofila a (FL4), 
por citometría de flujo en células de Isochrysis 
galbana var. T-iso cultivada con diferentes 
formulaciones (n=3).
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Figura 7. Autofluorescencia clorofila a (FL4 No. de canales), por citometría de flujo en células de 
Phaeodactylum tricornutum (a) e Isochrysis galbana var. T-iso (b) cultivadas con diferentes 
formulaciones. Media ± SD (n=3). Diferentes letras (comparación múltiple de Tukey), existe diferencia 

















Figura 8. Coeficientes de correlación Autofluorescencia clorofila a (FL4) (No. de canales), (a) 
Phaeodactylum tricornutum cultivada con AEPA, (b) Isochrysis galbana var. T-iso cultivada con ADHA y 
diferente concentración de nutrientes (4, 8 y 16mM). 
 
 Con respecto a este parámetro celular, Otero 1994 menciona que un incremento de 
la cantidad de clorofila total por célula en cultivos de Phaeodactylum tricornutum con una 
tasa de renovación del 30% es debido a la suficiencia de nutrientes (4, 8 y 16mM) 
empleados en el medio de cultivo “ALGAL” (Fábregas et al.,1984), además coadyuvado por 
una limitación por luz, debido a la elevada densidad celular generada, tal y como sucedió con 
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influyo la concentración de nutrientes en el medio de cultivo y una supuesta limitación por 
luz, sino además la nueva complejidad mineral que poseen las formulaciones AARPt4, 
AARTISO4, AEPA y ADHA4, 8 16, con respecto a la presente en el medio de cultivo 
“ALGAL”=AIPt4, AITISO4. Dados los valores medios de clorofila a (tabla 1), hallados en 
células cultivadas con los ya citados medios, es que probablemente no exista ningún tipo de 
estrés que coadyuve a la degradación de la clorofila lo que no permitiría una reducción de las 
membranas del tilacoides en Phaeodactylum tricornutum (Osborne and Geider, 1986), ni en 
Isochrysis galbana var. T-iso; ambas cultivadas con una mayor complejidad mineral.  
 
Cid 1993 indica que igual como ocurre en el tamaño celular, cuando se incrementa la 
concentración de un elemento con base en el tiempo de exposición se produce un aumento 
de la autofluorescencia de la clorofila a, la cual según estudios en Phaeodactylum 
tricornutum incorporando cobre en altas concentraciones por lapsos de 72h logra hasta un 
185% de fluorescencia con respecto al tiempo cero. Los resultados de autofluorescencia de la 
clorofila a en el presente estudio son en un máximo de 24h dado que los cultivos se 
encontraron en semicontinuo con una tasa diaria de renovación del 30%, lo que produjo 
aumentos de la fluorescencia dada la complejidad elemental (AARPt4, AEPA4, 8 y 16) de 
entre un 9,76 y 696,48% en células de Phaeodactylum tricornutum con respecto a 
AIPt4=ALGAL (figura 6a), resultados que superan por mucho los descritos por el anterior 
autor para la misma diatomea; en tanto que en células de Isochrysis galbana var. T-iso 
(AARTISO4, ADHA4, 8 y 16) se halló una fluorescencia de entre el 4,94 y 69,11% con 
respecto a células cultivadas con AITISO4=ALGAL (figura 6b).  
 
Por otra parte el programa de análisis de los datos obtenidos por citometría de flujo 
proporciona suficientes argumentos para asegurar que los valores de autofluorescencia de la 
clorofila a en las células de Phaeodactylum tricornutum e Isochrysis galbana var. T-iso se 
corresponden con el tamaño celular generado por las diferentes formulaciones de cultivo 
(figura 9 a-b), con un coeficiente de correlación R2= 0,75 y 0,72 respectivamente, con ajuste 
en ambas microalgas a una tendencia lineal positiva. Coeficientes de correlación también 
altos han sido descritos cuando se correlaciona la autofluorescencia con diversa variedad de 
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Figura 9. Coeficientes de correlación Tamaño celular (FSC) vs Autofluorescencia clorofila a (FL4) (No. 
de canales), (a) Phaeodactylum tricornutum, (b) Isochrysis galbana var. T-iso; cultivadas con 
diferentes formulaciones. 
 
 Cid 1993 menciona que el estudio de las reacciones de la cadena de transporte 
electrónico es difícil de visualizar en células microalgales intactas ya que los aceptores o 
donadores exógenos penetran muy difícilmente en ellas. Sin embargo, la medida de 
autofluorescencia de la clorofila a (Cla) en células intactas proporciona información acerca de 
la absorción, distribución y utilización de la energía en la fotosíntesis (Murthy et al.,1990). La 
autofluorescencia de la Cla es en particular sensible al funcionamiento del fotosistema II. Los 
cambios de fluorescencia de la Cla a temperatura ambiente están principalmente asociados 
con la actividad del fotosistema II (PS II) y reflejan el estado redox del aceptor primario de 
electrones en el centro de reacción del PS II a moléculas de plastoquinona-9 (QA) y feofitina-
ά mediante la transferencia de electrones fotoinducida desde el donador primario P680 a un 
grupo de plastoquinona (Murthy et al.,1990;; Tanaka-Kitatani et al.,1990; Renger and 
Holzwarth 2005; Govindjee, 2008). Cualquier inhibición del flujo de electrones del centro de 
reacción del PS II desde el lado del donador disminuye la fluorescencia de la clorofila a, 
mientras que el bloqueo del aceptor del PS II la incrementa (Samson et al.,1988), situación 
que pudo haber ocurrido con las células cultivadas con las nuevas formulaciones AARPt4, 
AARTISO4, AEPA4, 8 16 y ADHA4, 8 16 con mayor complejidad mineral con respecto a 
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Capítulo 1 y 2 
 
Las densidades celulares de los cultivos discontinuo y semicontinuo en 
Phaeodactylum tricurnutum e Isochrysis galbana var. T-iso, utilizando las diferentes 
concentraciones de Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- produjo diferencias 
altamente significativas así mismo, en la composición bioquímica y en el conjunto de los 
ácidos grasos ω-3 y con énfasis en los ácidos grasos eicosapentaenoico (EPA) y 
docosahexaenoico (DHA) respectivamente. Estos resultados sugirieron que determinadas 
concentraciones de cada elemento en cada microalga, produjeron rendimientos celulares 
superiores.  
Una característica fue que, en cualesquiera de los anteriores comportamientos, la 
incorporación celular de los elementos se comportó de manera lineal, que reveló una 
herramienta importante de transporte, teniendo en cuenta la importancia fisiológica y 
enzimática que tienen estos elementos en los siguientes niveles tróficos. 
 
Capítulo 3 y 4 
 
 El cultivo de enriquecimiento del rotífero Brachionus plicatilis y de Artemia 
franciscana con Phaeodactylum tricurnutum e Isochrysis galbana var. T-iso, las cuales fueron 
a su vez cultivadas de manera individual en régimen semicontinuo con Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, 
Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- en las concentraciones que produjeron el alto rendimiento celular 
(capítulos 1 y 2), produjeron en base a su diversa calidad bioquímica, en los varios cultivos 
de rotíferos y Artemia, diferencias altamente significativas entre ellos en la generación de 
densidad poblacional (rotífero), supervivencia (Artemia), longitud total (LT Artemia), 
producción de huevos (rotífero), tasa de conversión alimenticia (TCA), eficiencia de 
crecimiento individual (%EC) y velocidad de crecimiento (Artemia).  
Las diferencias fueron aun más significativas en parámetros como el peso seco, 
cenizas y el valor calórico (VC) de los organismos.  
La disposición del perfil bioquímico de ambas microalgas, por lo general no se 
correspondió con la disposición bioquímica de Brachionus plicatilis ni de Artemia franciscana; 
los cuales normalmente mantuvieron la composición proximal de Proteínas > Lípidos > 
carbohidratos aunque, fueron notables diferencias en el porcentaje de la fracción orgánica de 
cada uno de los combustibles bioquímicos, especialmente en el conjunto de los ácidos grasos 
ω-3 y concretamente en los ácidos grasos eicosapentaenoico (EPA) y docosahexaenoico 
(DHA) respectivamente. Estos, mostraron ser diferentes en porcentaje del total de los ácidos 
grasos de los organismos, ser diferentes en base a la diversidad elemental con la que fue 
cultivada la célula como alimento y además, demostrarse que Brachionus plicatilis posee la 
capacidad de producir de novo ácidos grasos de cadena aun más larga como el DHA debido a 
la elongación del EPA, característico de Phaeodactylum tricurnutum.  
El caso contrario ocurrió con Artemia franciscana debido a su marcada propensión a 
desenlongar ácidos grasos de cadena larga del alimento como el EPA y DHA a ácidos de 
cadena más corta debido a los procesos de crecimiento y reproducción.  
Resultados 
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Aquí, fue posible incrementar la concentración de los diferentes elementos 
independientemente, en el rotífero y Artemia en base a la reconstitución parcial de la 




 La nutrición mineral desarrollada, afectó a la cadena trófica y modificó la composición 
bioquímica, siendo posible esto, gracias a la variación de la complejidad y concentración de 
los componentes del medio definido de cultivo que en nuestro estudio fueron específicos para 
cada microalga, no tan solo para incrementar la biomasa celular, si no también para 
propiciar el incremento de los ácidos grasos principales o característicos de las microalgas 
Phaeodactylum tricurnutum (Pt) e Isochrysis galbana var. T-iso (TISO) (capítulos 1 y 2). De  
esta forma, fue posible dar origen a dos diferentes formulaciones de cultivo sumando la 
totalidad de los elementos probados en concentración adecuada para cada microalga y 
denominados como Algal Alto Rendimiento para Pt y TISO (AARPt4 y AARTISO4 
respectivamente), así como el Algal Incremento Cantidad EPA y DHA con diferente 
concentración de nutrientes AEPA4, AEPA8 y AEPA16 (P. tricornutum) e ADHA4, ADHA8 
y ADHA16 (I. galbana var. T-iso). 
 
Capítulo 6 y 7 
 
Se logró que la densidad celular obtenida en cultivo discontinuo y semicontinuo con 
las diferentes formulaciones, mostrasen diferencias y altos rendimientos en Isochrysis 
galbana var. T-iso (AARTISO4, ADHA4, ADHA8, y ADHA16) y Phaeodactylum tricurnutum 
(AARPt4, AEPA4, AEPA8 y AEPA16). Así mismo, se logró generar densidades superiores 
dada su mayor complejidad de constituyentes con respecto a los cultivos con 
AITISO4=ALGAL y AIPt4=ALGAL los cuales poseen una menor complejidad elemental; e 
incluso obtener mejores resultados con respecto a los alcanzados con la incorporación 
individual en concentración optima de Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- en la 
reconstitución parcial de la formulación de cultivo “ALGAL”. Esos resultados sugirieron la 
existencia de un tipo de sinergismo entre todos los elementos constituyentes en 
concentraciones adecuadas en las nuevas formulaciones. 
Del mismo modo, se demostró que parámetros celulares como el peso seco, cenizas, 
valor calórico (VC), composición bioquímica y otros más en cultivo semicontinuo de ambas 
microalgas sean diferentes entre ellas así como muy superiores en rendimiento, cuando se 
les cultiva con las nuevas formulaciones, especialmente en el conjunto de los ácidos grasos 
ω-3 y con énfasis en los ácidos grasos docosahexaenoico (DHA) y eicosapentaenoico (EPA) 
respectivamente; los cuales incluso con una mayor concentración de nutrientes incrementan 
de manera lineal su concentración en la célula.  
En ambas microalgas con las nuevas formulaciones de cultivo, la incorporación 
celular de cada elemento fue eficiente e incluso de respuesta lineal cuando se incrementa la 
concentración de nutrientes hasta 8 mM. Esto revela ser una herramienta importante en el 
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transporte, dada la importancia fisiológica y enzimática que juegan estos elementos en los 
siguientes niveles tróficos. 
 
Capítulo 8 y 9 
 
 El empleo de las formulaciones Algal Alto Rendimiento y Algal Incremento de 
la Cantidad de EPA y DHA con diferente concentración de nutrientes (4, 8 y 16 mM) en el 
cultivo de P. tricurnutum (AARPt4, AEPA4, 8 y 16) e I. galbana var. T-iso (AARTISO4, 
ADHA4, 8 y 16), produjeron diferencias en los cultivos de rotíferos y Artemia. Esto fue 
debido a la diversa composición bioquímica del alimento, lo que generó altas tasas de 
densidad poblacional (rotíferos), supervivencia (Artemia), longitud total (LT Artemia), 
producción de huevos (rotífero), tasa de conversión alimenticia (TCA), eficiencia de 
crecimiento individual (%EC) y velocidad de crecimiento (Artemia), en comparación con el 
mismo alimento cultivado con los medios AIPt4=ALGAL y AITISO4=ALGAL. Incluso 
dichos resultados superaron con mucho los obtenidos en rotíferos y Artemia del capítulo 3 y 
4. Diferencias que fueron aun más significativas en parámetros como el peso seco, cenizas y 
el valor calórico (VC). Por otra parte, el perfil bioquímico celular de ambas microalgas, por lo 
general no se correspondió con la disposición bioquímica de Brachionus plicatilis ni de 
Artemia franciscana, los cuales normalmente mantuvieron la composición proximal Proteínas 
> Lípidos > carbohidratos, aunque con notables diferencias en el porcentaje de la fracción 
orgánica de cada uno de los combustibles bioquímicos, especialmente en el conjunto de los 
ácidos grasos ω-3 y con énfasis en los ácidos grasos eicosapentaenoico (EPA) y 
docosahexaenoico (DHA) respectivamente. Estos ácidos grasos tienen diferentes porcentajes 
del total de los ácidos grasos de los organismos y pueden ser diferentes y muy adecuados 
para su utilización en el siguiente nivel de la cadena trófica debido a la complejidad 
elemental de las formulaciones con que fue cultivada la célula como alimento. También se 
corrobora, que Brachionus plicatilis posee la capacidad de producir de novo ácidos grasos de 
cadena aun más larga como el DHA debido a la elongación del EPA, característico de 
Phaeodactylum tricurnutum. El caso contrario ocurrió con Artemia franciscana que tiene 
marcada propensión a desenlongar ácidos grasos de cadena larga del alimento como el EPA y 
DHA a ácidos grasos de cadena más corta debido a los procesos de crecimiento y 
reproducción, lo que aun así no influyó en el micro crustáceo para producir las adecuadas 
relaciones DHA:EPA y DHA:ARA necesarias en siguientes eslabones de la cadena trófica. Así 
mismo, es posible incrementar en el rotífero y Artemia una diversidad y concentración de 
diferentes elementos gracias a las nuevas formulaciones con las que fueron cultivadas las 
microalgas como alimento de los organismos. Esto reveló que la complejidad mineral 
experimentada en la cadena trófica como alimento, influye tanto bioquímica como 
poblacionalmente en esta y que además, dada su incorporación en esos eslabones tróficos,  
demuestran ser un vehículo hacía estadios tempranos de desarrollo larval, debido a la 








 El cultivo y manipulación bioquímica de las microalgas Phaeodactylum tricurnutum e 
Isochrysis galbana var. T-iso, utilizando formulaciones Algal Alto Rendimiento (AARPt4, 
AARTISO4) y Algal Incremento de la Cantidad EPA y DHA (AEPA, ADHA) con diferente 
concentración de nutrientes (4, 8 y 16mM) produjeron una diversa ctividad Antioxidante y 
en su contenido Polifenólico Total. Los parámetros tienen altos índices de correlación 
(R2). Lo cual indicó que el Contenido Polifenólico Total presumiblemente contribuye a la 
Actividad Antioxidante de estas microalgas, dada la riqueza del conjunto de los ácidos grasos 
ω-3 y con énfasis en la concentración de los ácidos grasos 20:5n-3 (EPA) y 22:6n-3 (DHA) la 
cual fue promovida por las nuevas formulaciones de cultivo diseñadas. La naturaleza de 
dichas microalgas y la herramienta biotecnológica por la cual fue posible su manipulación 
bioquímica, hacen de estas microalgas una importante fuente de Antioxidantes naturales 




 La manipulación bioquímica de Phaeodactylum tricurnutum e Isochrysis galbana var. 
T-iso, mediante el cultivo con diferentes concentraciones de minerales, con los medios 
definidos Algal Alto Rendimiento (AARPt4, AARTISO4) y Algal Incremento de la Cantidad 
EPA y DHA (AEPA, ADHA) con diferente concentración de nutrientes (4, 8 y 16 mM), 
produjeron en ambas células diferencias significativamente importantes con respecto a su 
volumen o tamaño, complejidad o granularidad y autofluorescencia de la clorofila a una vez 
analizadas por citometría de flujo. Esta es una herramienta biotecnológica importante y de 









































































1. Las microalgas modifican su densidad celular, productividad y composición 
bioquímica en función de la composición del medio de cultivo. Los nuevos elementos 
que se han introducido para la reformulación del medio de cultivo son: Calcio, 
Magnesio, Selenio y Azufre. 
 
2. Se ha encontrado que dos formulaciones producen resultados diferentes y se han 
denominado:  Algal Alto Rendimiento y Algal Incremento en Cantidad. 
 
3. Las microalgas modifican su composición bioquímica en proteína, lípidos, glúcidos, 
minerales, ácidos grasos insaturados, actividad antioxidante y polifenoles 
 
4. Es la formulación cualitativa y cuantitativa de los nutrientes de microalgas, la que 
controla la producción y composición bioquímica de las microalgas que se utilizan 
para la producción de  rotíferos y microcrustáceos. Y es esta formulación, la 
responsable de la densidad de población, fisiología y composición bioquímica de esos 
rotíferos y microcrustáceos. 
 
5. La especie microalgal en sí misma, tiene escasa relevancia para el control 
poblacional, fisiología y composición bioquímica de rotíferos y  microcrustáceos. 
 
6. Los nutrientes de las microalgas y la metodología del cultivo, son los responsables de 
la población, fisiología, y composición bioquímica de rotíferos y microcrustáceos en la 
cadena nutritiva nutrientes – microalgas – rotíferos o microcrustáceos. Las 






















































La importancia de un enfoque multidisciplinario en la investigación para el avance de la 
acuaciltura, redunda en un desarrollo integrado del conocimiento desde diferentes aspectos 
de la biología de los organismos que se pretenden cultivar, como son la fisiología, 
reproducción, genética, patología y nutrición. La acuicultura moderna crece rápidamente sin 
embargo, su expansión, ha experimentado problemas desde etológicos, como nutricionales 
La Biotecnología microalgal se plantea como una herramienta de manipulación de la cadena 
trófica nutrientes – microalgas – rotíferos o microcrustáceos. 
 
Cada microalga posee necesidades específicas minerales que han de ser incluidas con 
respecto a la concentración óptima de nutrientes (Becker and Venkataraman, 1982, 
Fábregas et al.,1985a, Fábregas and Herrero 1985b, Fábregas et al.,1986a, Fábregas et 
al.,1986b, Andersen, 2005). 
 
Ahora bien es importante respondernos si la concentración de diferentes macro y 
microelementos por separado y en conjunto influyen en la productividad y calidad bioquímica 
de las microalgas, y así mismo observar como responde la calidad bioquímica de estas y la 
acumulación de estos elementos en concentraciones adecuadas en el siguiente nivel trófico 
(alimento vivo rotíferos y Artemia) desde el punto de vista bioquímico y del ciclo biológico de 
este nivel trófico. 
 
Dicha evaluación es de relevante importancia ya que el siguiente nivel trófico de la cadena 
alimentaria marina, lo representan estadios larvales tempranos donde la producción de 
larvas tiene altas mortalidades durante la fase larvaria así como inadecuada pigmentación. 
Estos son problemas debidos a deficiencias en la calidad alimentaría del alimento vivo que es 
suministrado en esta etapa crítica. 
 
El objetivo de este estudio fue el control de la cadena nutritiva nutrientes – microalga – 
rotífero o microcrustáceo  
 
Incrementar la productividad y modificar la composición bioquímica de las microalgas 
Isochrysis galbana var T-iso (TISO) y Phaeodactylum tricornutum (Pt) utilizando los 
elementos Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- en diferentes concentraciones sobre 
la base del medio de cultivo previamente diseñado (Fábregas et al.,1984).   
 
Utilizar las microalgas en las que se ha modificado la composición bioquímica, para modificar 
el crecimiento y supervivencia del rotífero Brachionus plicatilis y del microcrustáceo 
Artemia franciscana.  
 
Las microalgas incrementaron su densidad celular con diferentes elementos y con mezcla de 
ellos. También modificaron su composición bioquímica en peso, forma, proteína, lípidos, 
glúcidos, clorofila, cenizas,  metales, metaloides, ácidos grasos, contenido polifenólico y 
capacidad antioxidante. De tal forma que diferentes medios de cultivo producen diferentes 
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respuestas en la composición bioquímico y así, es posible producir determinados productos 
más que otros dependiendo de la formulación del medio de cultivo. 
 
La utilización de las microalgas cultivadas con diferentes formulaciones de nutrientes, 
modificó su composición bioquímica. Cuando estas microalgas de diferentes composición 
bioquímica, se les suministró como alimento al rotíferos y al microcrustáceo, se modificó 
significativamente la de densidad poblacional (rotíferos), supervivencia (Artemia), longitud 
total (LT Artemia), producción de huevos (rotífero), tasa de conversión alimenticia (TCA), 
eficiencia de crecimiento individual (%EC) y velocidad de crecimiento (Artemia), fracción 


































































The culture of aquatic organisms is an emerging industrial sector, which requires great 
efforts to research and technological development. The importance of a multidisciplinary 
approach in the research, for the advancement of aquaculture, resulting in an integrated 
development of knowledge from different aspects of the biology of organisms that are 
intended to cultivate, such as physiology, reproduction, genetics, pathology and nutrition. 
Modern aquaculture provides effective means for intensive production of aquatic organisms 
under controlled conditions. Such industry with investment and rapidly growing multi-billion 
dollar profits (Sorgeloos et al., 2001), however, its expansion has experienced severe 
problems from ethological, and nutrition. Even how great has been the progress, the 
identification of the dietary requirements of the early larval stages of many species in 
aquaculture is still uncertain and poorly controlled. The Microalgal Biotechnology is emerging 
as a tool of manipulation of the food chain for the benefit of larviculture industry.  
Ocean phytoplankton, producing several hundred billion tons of dry weight per year, forms 
the basis of the aquatic food chain, contributing to the production of 100 million tons 
annually renewable resources by fishing. Therefore, it is not surprising that the microalgae 
components of the phytoplankton play a crucial role in the nutrition of marine organisms, 
especially molluscs, crustaceans and fish. In larval development laboratories is therefore 
necessary include a microalgae production system, and in the case of marine fish larvae, a 
live prey production (Muller-Feuga, et al.,2003).  
Microalgal metabolism given the growing conditions, involves many biochemical compounds 
of interest in animal nutrition, cosmetics, and pharmaceuticals (Otero, 1994, Muller-Feuga et 
al., 2003). Metabolic plasticity allows adaptation of species to a wide range of 
physicochemical conditions. For example, when there is no availability of nitrogen prevents in 
the microalgae the synthesis of structural proteins needed for growth and division, so the 
metabolism is directed towards at the synthesis of carbohydrates that do not require 
nitrogen (polymers such as starch and polysaccharides) and important lipids such as 
carotenoids and fatty acids (Sukenik and Wahnon 1991). 
A more variable undoubtedly important is the nutrition and mineral balance, area little 
exploited in aquaculture, receiving little attention in the various stages of the nutrition of 
aquatic organisms via the microalgae. Where some metals and metalloids are important 
components of enzymes that catalyze reactions necessary for the conversion and 
transformation of fatty acids as well as support from oxidative damage of cell membranes 
and be involved these micro and microelements’ in important processes such as survival, 
metamorphosis, growth and pigmentation at the larval stages. Each microalgae has specific 
needs minerals to be included and carefully calculated on the optimal concentration of 
nutrients (Becker and Venkataraman, 1982, Fábregas et al., 1985a, 1985b Fábregas and 
Herrero, Fábregas et al., 1986a, Fábregas et al.,1986b; Andersen, 2005). The recipes for 
culture media currently available are not always suitable for large species, and the exact 
choice for a particular species depends on trial and error. It should be remembered that in 
the culture in general do not exist methods wrong, the culture media were developed by 
testing several additions, generally based on theoretical considerations. The improvement of 
the composition of the media, for maintenance in microalgae culture laboratory, have been 
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investigated for several decades, resulting in numerous recipes for different media are 
reported in the literature and used in different laboratories (Harrison et al., 1980, Keller et 
al., 1987, Fábregas et al., 2000, Berges et al., 2001; Barsanti and Gualtieri, 2006). The 
formulations of culture media most commonly used today in aquaculture son: Erdschreiber 
(Fǿyn, 1934), f/2 (Guillard and Ryther, 1962), Walne, 1970, algal (Fábregas et al.,1984). It 
is based on the above described that raises important manipulation of mineral nutrition in 
the microalgae as the basis of the food chain; it has been an important tool that influences 
the quality biochemical and biotechnological application of these. However it is important to 
respond if the concentration of different macro and micro elements separately and together 
affect the productivity and quality biochemistry of microalgae, and likewise observe how it 
responds these biochemical quality and the accumulation of these elements in adequate 
concentrations in the next trophic level (food live rotifers and Artemia) from the biochemical 
point of view and the cycle of this trophic level. Such assessment is of special importance 
because the next trophic level marine food chain, is represented by early larval stages where 
the production of larvae on a commercial scale today presents difficulties mainly high 
mortalities during the larval stage and poor pigmentation of the larvae, problems due to poor 
food quality of live food that is supplied at this critical stage. 
It is therefore the objective of this study was:  
To assess the improved production and biochemical microalgae Isochrysis galbana var. T-iso 
(Tiso) and Phaeodactylum tricornutum (Pt), by incorporating the elements Ca2+, Mg2+, Se2-, 
Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- in different concentrations, in partial and total reconstitution of 
the culture medium "ALGAL (Fábregas et al., 1984) and subsequent estimation of the 
performance of biochemical manipulation of microalgae, in  the culture and incorporation of 
minerals in the rotifer marine Brachionus plicatilis and Artemia franciscana.  
Chapters 1 and 2 of this dissertation, assessed the effect of the elements Ca2+, Mg2+, Se2-, 
Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- in concentrations 0, 0.1, 1.0, 10.0 and 100.0 mM (in the case of 
Fe3+ was included the concentration 20.0 mM), in the partial reconstitution of the culture 
medium "ALGAL” (Fábregas et al., 1984) on the generation of biomass, biochemical 
composition (protein, lipids, carbohydrates, fatty acid profile and other operational variables 
of culture) and elemental incorporation in Pt and TISO growing discontinuous culture (CD) 
and semicontinuous culture (CS) with renewal rate of 30%. 
The cell density at the end of the CD to TISO and Pt based on the diversity and elemental 
concentration including in the medium "ALGAL" ranged from 65,73±3,65 to 113,39±8,67 
x106cel.mL-1 (p<0,05), with r2 respect at the concentration of 0,75 to 0,99 and from 
45,27±2,57 to 55,84±2,48 x106cel.mL-1 (p<0,05), with an r2 of 0,84 to 0,99 respectively, 
with maximum growth rates of 1,13 to 2,51 div.day-1 and from 1,58 to 2,50 div.day-1 
comparatively. While in CS a cell density of 52,85±4,28 to 100,33±5,86 x106cel.mL-1 
(p<0,05), and 22,40±1,60 to 51,31±3,30 x106cel.mL-1 (p<0,05) respectively, with cellular 
productivity of 15,85 to 30,11 x109cél.L-1.día-1 and 6,36 to 15,69 x109cél.L-1.día-1 
comparatively. Existing residual nitrogen values around 0 to 3,37mM for conditions with 
TISO, and of 0 to 3,32 for Pt. The maximum values (pg.cel-1) QN (0,62 to 1,06 TISO/Pt from 
0,88 to 1,35 (p <0.05)) and QC (6,23 to 11,06 TISO/Pt from 6,53 to 9,77 (p <0.05)) 
coincided with the optimal concentration of the element in TISO (Mg2+[10,0], Ca2+[10,0], 
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Si4+[1,0], Se2-[1,0], Fe3+[20,0], S2-[0,1], Zn2+[1,0] y Cu2+[1,0] ) y Pt (Mg2+[1,0], Ca2+[1,0], 
Si4+[1,0], Se2-[1,0], Fe3+[20,0], S2-[0,1], Zn2+[0,1] y Cu2+[0,1] ) in biomass generation. 
With respect to the C:N is stabilized between 9,27 and 7,0 with TISO and 6-7 with Pt. The 
protein content with TISO in the organic fraction (FO) ranged between 22,54 to 55,47% (p 
<0.05), while with Pt between 16,79 to 68,81% (p < 0.05), while the content of lipids and 
carbohydrates (FO Tiso and Pt) was found in 18,51 to 38,13% and 22,26 to 51,54% (p 
<0.05), 17,25-56,33% and 10,47 to 47,83% (p < 0.05) respectively. Results that showed 
an caloric value (10-7 J.cél-1) from 1,53 to 3,90 and from 1,81 to 5,13 for TISO and Pt 
respectively. The dry weight (pg.cel-1) of TISO and Pt with respect mineral diversity and 
concentration with were cultured the cells, revealed values in the range of 6,90 to 16,96 
(p<0.05) and 7,78 to 22,46 (p<0.05) respectively, with high positive correlation coefficients 
r2=0,94, 0,99-TISO, r2=0,80, 0,99-Pt with different linear and polynomial trend. Similarly, 
the cellular content of ash (pg.cel-1) proved to be dissimilar, based on the employee element 
with values ranging from 1,04 to 3,44 TISO (r2=0,92 to 0,99) (p <0,05) and Pt 1,71 to 4,51 
(r2=0,80 to 0,99) (p <0,05). The incorporation in CS of Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, 
Cu2+, y S2- in TISO and Pt was very efficient according to the increase in concentration 
(p<0.05) in both cases, high positive correlation coefficients r2=0,74 to 0,99-TISO, r2=0,79 
to 0,96-Pt, with dissimilar linear and polynomial trend. The decrease in organic content 
cellular in both microalgae was offset by an increase of element content in the ashes as they 
increase the concentration of this, about Rebolloso Fuentes et al., 2000 mentioned that if the 
minerals are bioavailable, non-toxic or antinutritional, physiologically and nutritionally will be 
used by cells in proper balance of its concentration (Carvalho et al.,2006). The cellular 
analysis of the fatty acids (FA) showed that the quality and quantity of them (%) depended 
of the element and its concentration (p <0.05), where the principal FA in TISO the 22:6(n-3) 
was highest with: Mg2+[1,0]-5,83%, Ca2+[1,0]-3,92%, Si4+[1,0]-0,95%, Se2-[0,1]-5,36, 
Fe3+[20,0]-10,06%, S2-[1,0]-12,60%, Zn2+[1,0]-8,81% y Cu2+[1,0]-9,44%; whereas with Pt 
20:5(n-3) showed a peak with: Mg2+[1,0]-15,08%, Ca2+[1,0]-7,50%, Si4+[1,0]-9,33%, Se2-
[0,1]-7,61, Fe3+[20,0]-10,58%, S2-[1,0]-14,01%, Zn2+[0,1]-10,12% y Cu2+[0,1]-11,87%; 
such elements in optimal concentration en the culture medium “ALGAL” (Fábregas et 
al.,1984) showed us how versatile it is often TISO and Pt in lipid metabolism and thus induce 
the amount of major fatty acids (FA); where the decrease FAsaturated (p <0.05) more 
FAmonoinsaturated (p <0.05) corresponded with increase of FApoliinsaturated (p <0.05) 
with that optimal concentration elemental, with which it was also possible to change the ratio 
of AG ω-3: ω-6 in TISO between 1,71-15,89:1% (p <0.05) and 2,98-8,10:1% (p <0.05) in 
Pt, and shows both microalgae with respect to the elemental concentration high levels of 
correlation r2 (0,31 to 0,97-TISO, 0,63-0,86-Pt) with different linear and polynomial trend. 
As for the ratio EPA:ARA based on the element and concentration in the formulation of 
culture "ALGAL" we increase this proportion in the range of 1,16:1% to 11,28:1% (p <0,05) 
by cell TISO, meanwhile that with Pt between 5,2:1% to 15,47:1% (p <0,05) (r2=0,67 y 
0,95 respectively). In TISO respect to the ratio DHA:EPA were found highly significant 
differences (p=0.001) between the experimental conditions (p<0.05) with values 5,1-
23,39:1%, with high correlation coefficients r2 between 0,53 to 0,96 with the elemental 
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concentration; while the proportion of DHA:ARA was able manipulated between 4,21:1% to 
67,07:1% (p<0.05), with high correlation coefficients between 0,62 to 0,96. 
In chapter 3 and 4 was analyzed the performance of biochemical manipulation of the 
already mentionated microalgae, in the culture, proximate composition and incorporation of 
minerals of marine rotifer Brachionus plicatilis and Artemia franciscana. 
Where Brachionus plicatilis fed with Pt and TISO cultivated with optimal concentrations of 
Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- in the formulation "ALGAL" for maximum cell production, produced an 
population density of between 211 and 313 rotífers.mL-1 (p<0.05) and 225-302 rotífers.mL-1 
(p<0.05) respectively, while with Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+ ranged between 137 and 207 
rotífers.mL-1 (p<0,05) and 246-325 rotífers.mL-1 (p<0.05), results indicate that the quality 
of food via the mineral nutrition is the affecting the aforementioned generation population.  
Moreover, the final production of eggs.mL-1 in the case of iron, copper, sulphur and zinc 
ranged from 45 to 119 eggs.mL-1 (p<0.05 Pt), 50 and 96 eggs.mL-1 (p<0.05 TISO) which 
corresponded to 0,21 and 0,38 eggs.female-1 (Pt), 0,27 and 0,54 eggs.female-1 respectively, 
while for magnesium, calcium , silicon and selenium fluctuated between 55 and 190 eggs.mL-
1 (p<0.05 Pt), 46 and 83 eggs.mL-1 (p<0.05 TISO) that pertained to 0,38 and 0,80 
eggs.female-1 and 0,37 to 0,48 eggs.female-1 comparatively. Reason for circadian rhythm 
12L:12O to which they were subjected rotifers cultures, we observed a great uniformity of 
size, likewise a large number of females, at early in the cycle of light showed between 3 and 
5 eggs. Values were as follows population growth rate (r) for rotifers fed with Pt and TISO 
enriched with optimal concentration of Mg2+-0,14, Ca2+-0,13, Si4+-0,17, Se2--0,18 día-1 
(p<0,05), Mg2+-0,22, Ca2+-0,23, Si4+-0,23, Se2--0,22 día-1 respectively; while that with Fe3+-
0,20, Cu2+-0,23, S2--0,23 y Zn2+-0,22 día-1, Fe3+-0,22, Cu2+-0,22, S2--0,21 y Zn2+-0,20 día-1 
comparatively. Regarding the food conversion ratio (FCR p<0.05) and percentage of growth 
efficiency (%EG p<0.05) by the rotifer, was very variable with Pt (magnesium (0,94-104%), 
calcium (1,06-94%), silicon (1,03-97%), selenium (1,42-70%), iron (1,90-52%), copper 
(1,63-61%), sulphur (1,85-54%), zinc (1,73-58%)) and TISO (magnesium (1,60-62%), 
calcium (1,49-67%), silicon (1,61-62%), selenium (1,36-74%), iron (1,97-51%), copper 
(1,50-66%), sulphur (1,37-73%), zinc (1,98-50%)). In order of importance energy, the 
content of protein in the rotifer (ng.rotífer-1) was the major biochemical fuel once cultivated 
microalgae, and known concentrations of Mg2+, Ca2+, Si4+, Se2-, with values between 218,99 
and 308,56 ng.rotífer-1 (p<0.05) for Pt and 173,12 to 195,86 ng.rotífer-1 (p<0.05) for TISO, 
whereas with Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- was 155,51-202,32 ng.rotífer-1 (p<0,05) for Pt and 
168,29-255,55 ng.rotífer-1 (p<0,05) for TISO. The second fuel is accounted for lipid content 
that with Mg2+, Ca2+, Si4+, Se2- was between 134,61 and 252,70 ng.rotífer-1 (p<0.05) for Pt 
and from 47,44 to 60,07 ng.rotífer-1 (p<0.05) for TISO, in regard to treatment with Fe3+, 
Zn2+, Cu2+, y S2-, the analysis showed values of 74,24 to 111,37 ng.rotífer-1 (p<0,05) for Pt, 
and between 50,97 to 60,81 ng.rotífer-1 (p<0,05) for TISO. Carbohydrates in the rotifer 
revealed on based elements Mg2+, Ca2+, Si4+, Se2- content around 76,98 and 126,70 
ng.rotífer-1 (p<0.05) for Pt, and 31,98 to 41,40 ng.rotífer-1 (p<0,05) for TISO, likewise 
treatments with Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- indicated values ranging from 51,08 to 86,31 
ng.rotífer-1 (p<0,05) for Pt and from 32,97 to 40,44 ng.rotífer-1 (p<0,05) for TISO. The 
biochemical composition produced a calorific value (CV) with Mg2+, Ca2+, Si4+, Se2- around 
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115,94 and 182,86 x10-7J.rotífer-1 (p<0,05) for Pt and 62,49 and 77,75 x10-7J.rotífer-1 
(p<0,05), whereas with Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- results that ranged from 74,51 to 107,22 
x10-7J.rotífer-1 (p<0,05) with feeding based in Pt and ranged from 65,52 to 93,23 x10-
7J.rotífer-1 (p<0,05) based diet TISO. Brachionus plicatilis diversity based on elemental 
(Mg2+, Ca2+, Si4+, Se2-) with which your food was culture, revealed a dry weight around 
426,62 and 654,05 ng.rotífer-1 (p<0.05) with Pt and 249,68 to 308,18 ng.rotífer-1 (p<0.05) 
with TISO, so that with Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- values were 286,78 and 414,61 ng.rotífer-1 
(p<0.05) with Pt and 257,87 to 374,05 ng.rotífer-1 (p<0.05) with TISO. The dry weight of 
one rotifer is highly variable in the literature, is commonly found values between 300 and 
600 ng, so it is clear that based on food quality via the concentration of the elements tested 
in this study, which had an effect on the variation of rotifer dry weight. As for the ash 
content of rotifer, varied with respect to the element tested, so that with Ca2+, Mg2+, Se2-, 
Si4+ showed an range of oscillation between 8,36 and 19,73 ng.rotífer-1 (p<0,05) with Pt and 
with TISO between 8,16 and 10,85 ng.rotífer-1 (p<0,05), with Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- 
containing rotifers showed 9,56 to 14,60 ng.rotífer-1 (p<0,05) y 8,77 to 12,99 ng.rotífer-1 
(p<0,05) with Pt and TISO respectively. The incorporation independent of Mg2+, Ca2+, Si4+, 
Se2-, Fe3+, S2-, Zn2+ y Cu2+ by Brachionus plicatilis via Pt and TISO was efficient and 
statistically different (p<0.05) of organisms in which the diet was not cultivated with these 
elements. Usually little attention has been paid to the mineral nutrition of aquatic organisms, 
some authors do not consider it a key determinant of nutritive value of diet, though the form 
and concentration that provided an element given its importance in physiological processes , 
metamorphic and survival is of crucial importance in their bioaccumulation through the food 
chain. The content of fatty acids (FA) in Brachionus plicatilis showed the same trend as 
microalgae Pt and TISO cultured with different concentrations of elements, where the 
principal FA of rotifer fed with TISO the 22:6 (n-3) (p<0,05) was Mg2+[10,0]-5,66%, 
Ca2+[10,0]-5,20%, Si4+[1,0]-4,43%, Se2-[1,0]-4,40%, Fe3+[20,0]-7,50%, S2-[0,1]-4,68%, 
Zn2+[1,0]-5,13% and Cu2+[1,0]-6,03%; while with Pt the 20:5(n-3) (p<0,05) showed values 
of Mg2+[1,0]-8,73%, Ca2+[1,0]-8,99%, Si4+[1,0]-9,73%, Se2-[1,0]-9,02, Fe3+[20,0]-8,66%, 
S2-[0,1]-10,52%, Zn2+[0,1]-8,09% y Cu2+[0,1]-9,27%. It was clear that the provision of the 
medium of culture of microalgae brings a great variability in their total lipids as well as the 
FA, specially the DHA and EPA. With the elemental concentration was also possible to change 
the ratio of FA ω-3:ω-6 in rotifers fed with TISO between 1,04:1 to 1,87:1% (p<0.05), 
reason that with Pt revealed twice the efficiency around 2,24:1 to 4,32:1% (p<0,05). With 
regard to the ratio DHA:ARA(TISO) and EPA:ARA(Pt) in the rotifer we change those ratios in 
the range of the 0,77:1% to 1,58:1% (p<0.05) with TISO, while with Pt between 7,79:1% 
to 19,98:1% (p<0.05). Concerning at the proportion DHA:EPA in rotifers fed with TISO was 
found highly significant differences (p=0,001) between the experimental conditions 
elemental (p<0.05) with values of 5,50:1 to 12,28:1%. As regards the rotifers fed Pt the FA 
docosahexaenoic acid (DHA 22:6 n-3) was present in the range of 1,02 to 1,45% of total FA, 
the presence of this FA is resulted of the desaturation and elongation of FA 22:5n-3 
(docosapentaenoic) which showed a higher concentration respect at that of DHA in the range 
of 1,03 to 2,34%. In regard to the performance of the diets microalgae in Artemia 
franciscana, the survival of Artemia+Pt and Artemia+TISO at T10-11 and T9 days of culture 
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respectively, with the conditions Mg2+, Ca2+, Si4+, Se2- indicated values between 66 and 83% 
(p<0.05) for Pt and between 67 and 75% with TISO (p<0.05), whereas with Fe3+, Zn2+, 
Cu2+, y S2- round score of 73 and 93% with Pt (p<0.05), as with TISO 72 to 98% (p<0.05). 
The total length (TL) achieved by adults of different treatments was observed with 
magnesium, calcium, silicon and selenium around 6,16 and 6,81 mm-1 for organism 
(p<0,05) with Pt 4,44 and 4,71 mm-1 for organism with TISO, whereas with Fe3+, Zn2+, 
Cu2+, y S2- dimensions of 6,04 to 9,33 mm-1 by adult for Artemia (p<0.05) con Pt y 3,46 to 
5,20 by adult for Artemia (p<0.05) con TISO. As these organisms showed a feed conversion 
rate (FCR) and percentage of growth efficiency (%EG) with magnesium (3,45-29,01%), 
calcium (2,48-40,35%), silicon (2,75-36,31%), selenium (3,06-32,69%) (p<0.05), while 
with TISO magnesium (2,96-33,71%), calcium (1,87-53,39%), silicon (3,07-32,48%), 
selenium (1,67-60,02%) (p<0.05), while with Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- (4,48-22,31%), (3,44-
29,07%), (2,28-43,70%), (1,84-54,20%) (p<0.05) respectively for Pt and TISO (2,74-
36,40%), (1,71-58,46%), (1,37-72,95%) y (2,75-36,37%) comparatively. The behaviour of 
the above variables gives us an idea of how important certain elements in the quality of food 
via food chain. The quality of the microalgae due to the enrichment with different elements 
in known concentrations, showed different growth rates (RG) in Artemia (mm.day-1): 
magnesium-0,57, calcium-0,61, Si-0,59 , Se-0,62 (p<0,05) with Pt, and magnesium-0,52, 
calcium-0,52, Si-0,51, selenium-0,50 with TISO, however Artemia+Pt showed with iron-
0,72, copper-0,84, zinc-0,72, sulfur-0,63 (p<0.05), while Artemia+TISO expressed with 
iron-0,46, copper-0,58, zinc-0,44, sulphur-0,48 (p<0.05). The dry weight gained by adult 
Artemia franciscana based on the element in the diet, was highly variable so that with 
magnesium, calcium, silicon, selenium varied in the range of 139,19 to 261,41 μg.artemia-1 
(p<0.05) with Pt, moreover TISO ranged between 126,69 to 183,04 μg.artemia-1 (p<0.05). 
Greater fluctuations were evident with iron, copper, sulphur, zinc resulting from 173,72 to 
348,16 μg.artemia-1 (p<0.05) with Pt, as well as in TISO with values between 105,58 and 
200,09 μg.artemia-1 (p<0.05). As for the ash content of adult Artemia varied with respect to 
the enrichment of element in the microalgae, so that with magnesium, calcium, silicon, 
selenium showed a range of oscillation between 8,00 and 17,74 μg.artemia-1 (p<0.05) with 
Pt and with TISO between 7,28 and 10,91 μg.artemia-1 (p<0.05), likewise oscillating with 
iron, copper, sulphur, zinc around 10,14 and 20,01 μg.artemia-1 (p<0.05) with the diatom 
and the haptophytes between 6,07 and 11,15 μg.artemia-1 (p<0.05). Incorporating 
independent Mg2+, Ca2+, Si4+, Se2-, Fe3+, S2-, Zn2+ y Cu2+ by Artemia franciscana via Pt and 
TISO was efficient and statistically different (p<0.05) of organisms in which the diet was not 
cultivated with these elements. Such differences are consistent with the reported variability 
of ash in all elementary conditions, which are also evident in the behaviour of the dry weight 
and organic of Artemia via the food. The protein content of Artemia adults with conditions 
Mg2+, Ca2+, Si4+, Se2- reported values of 101,09, 141,21, 125,83, 103,26μg.artemia-1 
(p<0,05) respectively with Pt, while with TISO 78,96, 92,77, 77,02, 105,48 μg.artemia-1 
(p<0.05) correspondingly, while iron, copper, sulphur, zinc values around at 113,02, 109,70, 
124,89, 232,02 μg.artemia-1 (p<0,05) for Pt and 51,66, 76,83, 122,59, 54,47 μg.artemia-1 
(p<0,05) for TISO. While lipid treatments Mg2+, Ca2+, Si4+, Se2- via Pt revealed 40,93, 68,76, 
55,34, 36,91 μg.artemia-1 (p<0,05) and via TISO 32,55 , 41,09, 41,31, 37,50 μg.artemia-1 
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(p<0,05), same values and aligning with the conditions Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- expressing 
results of 32,31, 30,08, 66,98 and 65,11 μg.artemia-1 (p<0,05) correspondingly with Pt, in 
regard to TISO around 26,31, 50,50, 36,82 and 26,66 μg.artemia-1 (p<0,05). The 
carbohydrate content indicated that with Mg2+, Ca2+, Si4+, Se2- via Pt values of 23,78, 34,11, 
34,31 and 26,01 μg.artemia-1 (p<0,05), in both with TISO 30,72, 35,69, 31,09 and 29,15 
μg.artemia-1 (p<0,05), and when employment Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- content of 26,60, 
26,17, 40,85 and 31,02 μg.artemia-1 (p<0,05) with Pt, likewise 22,44, 28,73, 29,54 and 
21,80 μg.artemia-1 (p<0,05) using TISO. The biochemical composition produced a calorific 
value (CV) with Mg2+, Ca2+, Si4+, Se2- around 3,46 and 6,69 x10-6J.artemia-1 (p<0,05) using 
Pt, and likewise using TISO values TISO from 3,14 to 4,51 x10-6J.artemia-1 (p<0,05). As with 
Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- an VC from 4,26 to 8,66 x10-6J.artemia-1 (p<0,05) with Pt and of 2,60 
to 4,90 x10-6J.artemia-1 (p<0,05) with TISO. Regarding the content of fatty acids in Artemia 
franciscana, this was modulated by the quality of Pt and TISO enriched with different 
concentrations of elements, where the principal FA in adults of Artemia fed with Pt the 
20:5(n-3) (p<0,05) percentage was found with the following values: Mg2+[1,0]-5,71%, 
Ca2+[1,0]-7,45%, Si4+[1,0]-4,96%, Se2-[0,1]-5,54%, Fe3+[20,0]-6,34%, S2-[1,0]-8,29%, 
Zn2+[0,1]-9,56% y Cu2+[0,1]-6,54%; while with TISO the 22:6(n-3) (p<0,05) expressed the 
following values: Mg2+[1,0]-0,48%, Ca2+[1,0]-0,58%, Si4+[1,0]-0,63%, Se2-[0,1]-0,54, 
Fe3+[20,0]-0,67%, S2-[1,0]-0,82%, Zn2+[1,0]-1,07% y Cu2+[1,0]-0,74%. Indicate that the 
percentage content of DHA and EPA in microalgae diet enriched with the elements and 
concentrations described above, in all cases was above percentage values found in Artemia 
when fed such diets, this decrease is due to this microcrustaceans has a strong propensity to 
retroconvertion long chain fatty acids to short (Evjemo et al., 1997, Navarro et al., 1999) 
both in quantity and quality, depending on the time of enrichment or food, which we indicate 
that employees in processes of growth and sexual maturation, which are indicative of the 
values described as FCR and %GE. It was therefore clear, that the constitution of the culture 
medium of the microalgae, brings a great variability in their lipids as well as the FA 
specifically of EPA and DHA. With such quality microalgae given by the elemental 
concentration is that it was also possible to change the ratio of the FA ω-3:ω-6 in Artemia+Pt 
between 1,89:1 and 8,49:1% (p<0,05), reason with Artemia+TISO revealed to be almost 
three times lower efficiency around 1,23:1 to 2,92:1% (p<0,05). With regard to the ratio 
EPA:ARA (Pt) and DHA:ARA (TISO) in Artemia franciscana given by the quality microalgae 
due to enrichment with different concentrations of Fe3+, S2-, Zn2+, Cu2+, Mg2+, Ca2+, Si4+ y 
Se2- is that we change those ratios in the range of 5,72:1% to 43,92:1% (p<0.05) with Pt, 
while with TISO between 1,06:1% to 1.58:1% (p<0.05). Concerning to the ratio DHA:EPA in 
Artemia fed with TISO, differences were highly significant (p=0,001) between the 
elementary experimental conditions (p<0.05) with values of 0,67:1 to 2,07%. It is based on 
the results obtained in previous chapters, that in Chapter 5 shows the possibility of 
integrating the different macro and micronutrients in balance and reconstitution of the 
culture medium "ALGAL (Fábregas et al., 1984), taking into account the importance of those 
elements in different physiological processes needed at the cellular level, which triggered 
changes in the fatty acid profile of the microalgae tested, so it is possible to manipulate them 
within certain limits, either on your metabolism, modulating microalgae growth parameters 
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or correlation between the components of culture medium (Carvalho et al.,2006). Mineral 
nutrition and its effects on the change in the composition of culture medium on fatty acid 
production and cell biomass is feasible, by including in the culture medium of the elements 
already mentioned, which in addition to the cells with physiological functions, are 
instrumental in the biochemical quality of them and these in turn function as a vehicle for 
transporting the this elements to the following trophic levels. Behaviours similar to those 
reported in Chapter 1 and 2 of this dissertation, with respect to the amount of fatty acids 
have been expressed by Feng et al., 2005, which concluded that the addition in the culture 
medium of organic and inorganic molecules improves the production of lipids and 
polyunsaturated fatty acids in microalgae. Considering the above, is that it gave rise to two 
different types of growth media for optimal generation of cell density, which is called Algal 
High Performance Isochrysis galbana var. TISO (AHPTISO) and Algal High Performance 
Phaeodactylum tricornutum (AHPPt), which were designed by reconstituting the culture 
medium “Industrial Algal” with elemental concentrations previously described as optimal. 
Such culture media were prepared at a concentration of NaNO3 4mM. At the same time also 
originated two other types of culture medium for maximum production of eicosapentaenoic 
polyunsaturated fatty acid 20:5 (n-3 EPA) and docosahexaenoic 22:6 (n-3 DHA), in the 
microalgae Phaeodactylum tricornutum and Isochrysis galbana var. T-iso and is called Algal-
Increasing Amount of EPA (AEPA) and DHA (ADHA), both culture media were created based 
on the reconstitution of the culture medium "Industrial Algal” (IA) with elemental 
concentrations optimum described above. Such culture media were prepared and tested at a 
concentration 4, 8 and 16 mM of NaNO3. In Chapter 6 and 7 in order to further improve the 
performance, proximate composition and incorporation of elements in Isochrysis galbana 
var. T-iso (TISO) and Phaeodactylum tricornutum (Pt). Were tested this culture formulations 
IATISO4, IAPt4, AHPTISO4, AHPPt4, ADHA4, 8, 16 and AEPA4, 8 16, which were designed 
based on the results of Chapter 1 and 2 in Chapter 5. The cell density obtained at the end of 
the CD (106cel.mL-1) with the new formulations was as follows: IATISO4 (70,40±7,61), 
AHPTISO4 (83,75±5,98), ADHA4 (84,40±6,90), ADHA8 (140,25±13,89), ADHA16 
(162,25±13,89) (p<0,05), with an r2 of 0,94 adjusted positive linear in the generation of 
biomass with TISO with the formulation ADHA, while with Pt was achieved densities  of AIPt4 
(52,50±4,10), AHPPt4 (64,00±5,70), AEPA4 (69,30±5,65), AEPA8 (81,25±7,65) and 
AEPA16 (98,25±8,60) (p<0,05), with an r2 of 0,98 adjusted positive linear in the generation 
of biomass to the formulation AEPA. With maximum growth rates for TISO of 1,96, 2,10, 
2,54, 2,37 y 2,31div.day-1 respectively, while with Pt of 0,94, 1,15, 1,17, 1,52 y 1,48 
div.day-1 comparatively. The cell density in CS (106cel.mL-1) (p<0,05) over the CD for each 
medium tested, showed differences with the renewal rate of 30%, so that mediums as 
IATISO4, ADHA8 and ADHA16 concentration decreased an 28 (51,85±8,59), 22 
(107,55±10,10) and 65% (57,08±4,74) respectively, while formulations AHPTISO4 and 
ADHA4 even increased its cellular concentration an 11 (94,72±4,31) and 6% (91,85±8,30) 
comparatively, reaching steady state at day 32 of culture. While formulations IAPt4 and 
AHPPt4 decreased your concentration an 13,14 (45,60±4,80) and 21,72% (50,10±4,20) 
respectively, likewise formulations AEPA4, AEPA8 and AEPA16 reduce its cellular 
concentration an 30,22 (48,36±3,70), 12,86 (70,80±6,90) and 30,18 (68,60±6,30) 
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comparatively, reaching steady state at day 30 of culture; highly significant differences exist 
(p=0,001) between culture conditions (p<0,05). Representing a cell productivity (109cél.L-
1.día-1) of 15,5(AITISO4), 28,42(AARTISO4), 27,55(ADHA4), 32,26(ADHA8) y 
17,12(ADHA16) (p<0,05) with TISO, and of 13,68(AIPt4), 15,03(AARPt4), 
14,51(AEPA4), 21,24(AEPA8) y 20,58(AEPA16) (p<0,05) with Pt. Existing residual 
nitrogen values [mM] of 0,83(AITISO4), 0,23(AARTISO4), 0,25(ADHA4), 0,31(ADHA8), 
0,50(ADHA16) with TISO, and with Pt of 0,16(AIPt4), 0,11(AARPt4), 0,12(AEPA4), 
0,31(AEPA8), 0,99(AEPA16). Showed the following values of QN y QC (pg.cel
-1), for 
microalgae with different media tested of IATISO4 (0,49-3,32), AHPTISO4 (1,08-12,99), 
ADHA4 (0,63-8,16), ADHA8 (0,93-7,18), ADHA16 (1,68-9,77) (p<0,05) for TISO and of 
IAPt4 (1,23-13,03), AHPPt4 (1,28-13,69), AEPA4 (1,29-12,84), AEPA8 (1,61-12,63), 
AEPA16 (2,91-15,46) (p<0,05) for Pt. Based on previous results, obtained the following 
ratio C:N for TISO with different culture media IATISO4 (5,78), AHPTISO4 (10,28), 
ADHA4 (11,05), ADHA8 (6,64), ADHA16 (4,98), likewise for Pt with IAPt4 (9,09), 
AARPt4 (9,20), AEPA4 (8,52), AEPA8 (6,72), AEPA16 (4,55), values that indicated the 
existence of an optimal (Redfield ratio C:N=6,6) with respect to the concentration of nitrogen 
and elemental ingredients in the formulation of culture. The structure of cellular biochemistry 
(pg.cel-1) of TISO and Pt, varied considerably, proteins (3,87 to 11,28-TISO and 5,08 to 
15,94-Pt), carbohydrates (2,98 to 7,62-TISO and 2,32 to 8,29-Pt) and lipids (4,00 to 8,62-
TISO and 5,76 to 11,56-Pt) with respect to the formulations employed and concentration 
[mM] of those, exist in the behavior of the three fuels biochemical highly significant 
differences (p=0,001) between culture conditions (p<0,05). While the culture media with 
ADHA and AEPA in nutrient concentrations 4, 8 and 16 mM the evolution of protein content 
showed a correlation coefficient of r2 of 0,92 and 0,95 correspondingly (adjusted to a linear 
trend positive) derived from QN, while with regard to carbohydrates an r
2=0,85 and 0,99, 
respectively (adjusted to a linear trend positive) derived from QC, and in the case of lipids an 
r2 of 0,91 and 0,99 (adjusted to a linear trend positive). Showed results proximal with 
different formulations AHPTISO4, ADHA4, ADHA8 and ADHA16 an VC in the range of 
4,17-6,73x10-7 J.cél-1 (p<0,05) with respect at medium IATISO4=ALGAL(3,02 x10-7 J.cél-1) 
with TISO, while with the formulations AHPPt4, AEPA4, AEPA8 and AEPA16 an VC higher 
in the range of 7,05-9,04x10-7J.cél-1 (p<0,05) and respect of medium 
IAPt4=ALGAL(3,90x10-7 J.cél-1). There was variation in the cell dry weight in TISO with the 
formulations AHPTISO4, ADHA4, ADHA8 and ADHA16 in the range of 20,02 to 30,06 pg.cel-1 
(p<0.05), showing generate greater weight with respect to medium IATISO4=ALGAL with 
12,82 pg.cel-1. While with Pt and the medium AHPPt4, AEPA4, AEPA8 y AEPA16 indicated 
values around 29,77 to 38,40 pg.cel-1 (p<0.05) results above 15,62 pg.cel-1 obtained with 
IAPt4=ALGAL. Note also that with the culture media ADHA and AEPA with different 
concentration of nutrients (4, 8 y 16mM) produced in the cells an increased linear of cell dry 
weight with positives linear correlation coefficients r2 of 0,91 and 0,92 respectively. The 
cellular content of ash (pg.cel-1) shown to be dissimilar in based at the different formulations 
of culture in the microalgae, where TISO with AHPTISO4, ADHA4, ADHA8 and ADHA16 
accumulated a higher ash content in the range of 3,86 to 6,61 pg.cel-1 (p<0.05) compared to 
the culture medium IATISO4=ALGAL with 1,97 pg.cel-1. In addition to Pt with AHPPt4, 
Abstract  
 462
AEPA4, AEPA8 and AEPA16 produced an ash storage in the range of 4,75 to 5,88 pg.cel-1  
(p<0.05) compared with culture medium IAPt=ALGAL with 2,46 pg.cel-1. Where the culture 
conditions ADHA and AEPA with different concentrations of nutrients (4, 8 y 16mM) produced 
in the cells an linear increase of ash with a r2 of 0,87 and 0,94 respectively. The cellular 
incorporation  in semicontinuous culture of Ca2+, Mg2+, Se2-, Si4+, Fe3+, Zn2+, Cu2+, y S2- for 
TISO and Pt based on different culture media tested, told us the existence of highly 
significant differences (p=0,001) between the conditions experienced (p<0.05). Mentioning 
the case of culture media ADHA and AEPA with different concentration of nutrients (4, 8 y 
16mM) were obtained high correlation coefficients in the cellular incorporation of these 
elements. The cellular analysis of fatty acids (FA) in the microalgae’s, showed that the 
quality and quantity of them (%), depended on the different formulations of culture 
(p<0.05), where the principal FA in TISO 22:6(n-3) showed with IATISO4=ALGAL-6,68%, 
AHPTISO4-9,68%, ADHA4-6,93%, ADHA8-7,63% and ADHA16-8,35%, while with Pt the 
principal FA 20:5(n-3) indicates with IAPt4=ALGAL-6,88%, AHPPt4-9,99%, AEPA4-8,19%, 
AEPA8-11,74% and AEPA16-12,56%. Such culture media told us how versatile it is often 
TISO and Pt in the metabolism of yours lipids and thereby induced the amount of your major 
fatty acids. Marked differences were found in the percentage content and pg.cel-1 of this 
saturated fatty acids (SFA), monounsaturated (MUFA) and polyunsaturated (PUFA) of the 
microalgae studied, existing in all cases highly significant differences (p=0,001) between the 
culture conditions experienced (p<0.05). Noted that in the case of culture media ADHA and 
AEPA with different concentrations of nutrients (4, 8 and 16mm) the evolution of these fatty 
acids expressed correlation coefficients r2=0,94 (PUFA), 0,90 (SFA), 0,98 (MUFA) with TISO 
and r2=0,98 (PUFA), 1,0 (SFA), 0,99 (MUFA) with Pt; adjusting to a positive linear trend in 
the 1st case and negative in the 2nd and 3er case. With such diversity of formulations of 
culture was possible to alter the proportion of FA ω-3:ω-6 in TISO between 0,90-2,61:1% 
(p<0,05) and 4,28-11,10:1% (p<0,05) in Pt. As related to the ratio EPA:ARA based on 
different culture media tested in the microalgae studied we increase this proportion in the 
range of the 0,31:1% to 1,54:1% (p<0,05) per cell in TISO, meanwhile that with Pt between 
11,46:1% to 39,0:1% (p<0,05). The percentage share cellular of the FA DHA:ARA with the 
different culture media in TISO was found between 10,19:1% to 23,90:1% with the 
formulations AHPTISO4, ADHA4, ADHA8 and ADHA16 results over found in 
IATISO4=ALGAL con 4,12:1%. The percentage share of the FA DHA:EPA with the media 
AHPTISO4, ADHA4, ADHA8 and ADHA16 was among 18,61:1% y 37,95:1% with respect to 
the media IATISO4=ALGAL with an value of 13,36:1%. 
In the Chapters 8 and 9 in order to improve the quality biochemistry and mineral 
incorporation in Brachionus plicatilis and Artemia franciscana, are culture with the microalgae 
Phaeodactylum tricornutum and Isochrysis galbana var. T-iso, which were manipulated 
biochemically with different formulations. Where Brachionus plicatilis fed with Pt and TISO 
culture with different formulations, produced a population density of IAPt4=ALGAL (227 
rotifers.mL-1), AHPPt4 (324 rotifers.mL-1), AEPA4 (350 rotifers.mL-1), AEPA8 (565 
rotifers.mL-1) y AEPA16 (428 rotifers.mL-1) (p<0,05) with Pt and rIATiso4=ALGAL (189 
rotifers.mL-1), rAHPTiso4 (326 rotifers.mL-1), rADHA4 (236 rotifers.mL-1), rADHA8 (338 
rotifers.mL-1) y rADHA16 (334 rotifers.mL-1) (p<0,05) with TISO. Therefore the quality of 
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food via the mineral complexity of the formulations with which were cultured, was the swing 
that produced the aforementioned generation population, which showed the following 
production of eggs.mL-1, AHPPt4 (168 eggs.mL-1), AEPA4 (170 eggs.mL-1), AEPA8 (259 
eggs.mL-1) and AEPA16 (219 eggs.mL-1) with respect to control (IAPt4=ALGAL) with 124 
eggs.mL-1 (p<0,05) which corresponded to 0,73, 0,49, 0,46, 0,51 y 0,38 eggs.female-1 
respectively. While with TISO rAHPTiso4 (115 eggs.mL-1), rADHA4 (76 eggs.mL-1), 
rADHA8 (102 eggs.mL-1) and rADHA16 (106 eggs.mL-1) with respect at control 
(rAIPt4=ALGAL) with 11 eggs.mL-1 (p<0,05), which indicated 0,42, 0,37, 0,39, 0,44 and 
0,05 eggs.female-1 comparatively. Our results revealed that different formulations of culture 
for the microalgae modified your nutritional quality, what led to modify the rate generational 
in Brachionus plicatilis, a very important biotechnological tool in the production of live food 
for the following aquatic trophic levels. Reason circadian rhythm 12L:12O to which were 
subjected to rotifer cultures, we observed a great uniformity of size, likewise a large number 
of females early in the cycle of light showed between 3 and 5 eggs. They originated the 
following values of population growth rate (r) for rotifers fed with PT and TISO enriched with 
different formulations, were AHPPt4 (0,23 day-1), AEPA4 (0,24 day-1), AEPA8 (0,30 day-1) 
and AEPA16 (0,27 day-1) showed better performance with respect to the media IAPt4=ALGAL 
with 0,19 day-1 and AHPTiso4 (0,24 day-1), ADHA4 (0,19 day-1), ADHA8 (0,24 day-1) and 
ADHA16 (0,24 day-1) exhibited better performance with respect to the media 
IATiso4=ALGAL with 0,17 day-1, respectively. As regards at the food conversion ratio (FCR 
p<0,05) and percentage of growth efficiency (%GE p<0,05) by the rotifer, was variable with 
Pt revealing values of AHPPt4 (2,47-40,54%), AEPA4 (2,35-42,53%), AEPA8 (2,52-39,70%), 
AEPA16 (2,10-47,57%) with respect at media  IAPt4=ALGAL with 1,57-63,65%; values while 
AHPTiso4 (2,59-38,55%), ADHA4 (2,21-45,26%), ADHA8 (2,37-42,24%), ADHA16 (3,11-
32,11%) with respect to the media IATiso4=ALGAL with 1,83-54,36% corresponded to 
TISO. In order of energy importance the content of protein in the rotifer (ng.rotífero-1) was 
the major biochemical fuel, once fed with the microalgae cultured with different formulations, 
with values of 130,15ng.rotifer-1 (IAPt4=ALGAL), 136,33 ng.rotifer-1 (AHPPt4), 135,57 
ng.rotifer-1 (AEPA4), 160,07 ng.rotifer-1 (AEPA8) and 190,42 ng.rotifer-1 (AEPA16) (p<0,05) 
for Pt; while with TISO showed 127,07 ng.rotifer-1(rIATiso4=ALGAL), 134,04 ng.rotifer-1 
(rAHPTiso4), 142,59 ng.rotifer-1 (rADHA4), 151,19 ng.rotifer-1 (rADHA8) and 157,66 
ng.rotifer-1 (rADHA16) (p<0,05). The second fuel is accounted for lipid content showed for Pt 
104,48 ng.rotifer-1 (IAPt4=ALGAL), 130,01 ng.rotifer-1 (AHPPt4), 127,95 ng.rotifer-1 (AEPA4), 
133,21 ng.rotifer-1 (AEPA8) and 191,77 ng.rotifer-1 (AEPA16); as regard to treatment with 
TISO, the analysis indicated values of 49,12 ng.rotifer-1 (rIATiso4=ALGAL), 52,16 ng.rotifer-1 
(rAHPTiso4), 66,72 ng.rotifer-1 (rADHA4), 72,50 ng.rotifer-1 (rADHA8) and 70,27 ng.rotifer-1 
(rADHA16) (p<0,05). Carbohydrates in the rotifer revealed with Pt contents around at 57,31, 
64,48, 59,78, 84,20 y 82,00 ng.rotifer-1 presents in IAPt4=ALGAL, AHPPt4, AEPA4, AEPA8 y 
AEPA16 (p<0,05) comparatively. Also indicated treatments with TISO values of  28,73, 
33,62, 50,61, 44,12 y 41,14 ng.rotífero-1 presents in rAITiso4=ALGAL, rAARTiso4, rADHA4, 
rADHA8 and rADHA16 (p<0,05) comparatively. The biochemical composition produced an 
caloric value (CV) with Pt of 82,36x107J.rotifer-1 (IAPt4=Algal), 95,20x107J.rotifer-1 
(AHPPt4), 93,41x107J.rotifer-1 (AEPA4), 105,48x107J.rotifer-1 (AEPA8), 135,65x107J.rotifer-1 
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(AEPA16) (p<0,05), while with TISO 54,79x107J.rotifer-1 (rIATiso4=ALGAL), 
58,50x107J.rotifer-1 (rAHPTiso4), 69,20x107J.rotifer-1 (rADHA4), 72,46x107J.rotifer-1 
(rADHA8), 72,62x107J.rotifer-1 (rADHA16). Brachionus plicatilis in based at the various media 
with which their food was cultured revealed an dry weight of 299,01 ng.rotifer-1 
(IAPt4=ALGAL), 340,02 ng.rotifer-1 (AHPPt4), 332,48 ng.rotifer-1 (AEPA4), 390,58 ng.rotifer-1 
(AEPA8) and 482,34 ng.rotifer-1 (AEPA16) (p<0,05) with Pt; so that with TISO 211,37 
ng.rotifer-1 (rIATiso4=ALGAL), 227,05 ng.rotifer-1 (rAHPTiso4), 269,38 ng.rotifer-1 (rADHA4), 
277,96 ng.rotifer-1 (rADHA8) and 279,46 ng.rotifer-1 (rADHA16) (p<0,05). The dry weight of 
one rotifer is highly variable in the literature, is commonly found values between 300 and 
600 ng, so it was evident that based on food quality via the mineral diversity tested in this 
study, is that exerted an effect on the variation of dry weight in the rotifer. The ash content 
for rotifer, varied with respect to the formulation with was the microalgae cultivated as food, 
so that with Pt showed the following values, where the control medium showed 7,47 
ng.rotifer-1 (IAPt4=ALGAL) while with the mediums AHPPt4, AEPA4, AEPA8 y AEPA16 
revealed 9,20, 9,18, 13,10 y 18,15 ng.rotifer-1 (p<0,05) respectively; while with TISO the 
control medium showed 6,45 ng.rotifer-1 (rIATiso4=ALGAL) with respect at the mediums 
rAHPTiso4, rADHA4, rADHA8 y rADHA16 that expressed  7,23, 9,46, 10,15 y 10,39 
ng.rotifer-1 (p<0,05) respectively. The incorporation of Mg2+, Ca2+, Si4+, Se2-, Fe3+, S2-, Zn2+ 
y Cu2+ for Brachionus plicatilis via Phaeodactylum tricornutum and Isochrysis galbana var. T-
iso was very variable depending of culture medium, which indicates the existence of highly 
significant differences (p=0,001) between conditions (p<0,05). These differences were 
consistent with values reported for ash at all culture conditions, which were also evident in 
the behavior of dry weight and organic of rotifer via the food. An increase in the number of 
elements-ingredients for culture media, was reflected in the microalgae (Chapters 6 and 7) 
and therefore in the next trophic level (rotifer), thus causing a decrease in organic weight 
together variations in dry weight of rotifer. The content of fatty acids in Brachionus plicatilis 
showed the same trend that the microalgae Pt and TISO cultured with different formulations; 
where the FA principal of rotifer fed with Pt of 20:5(n-3) (p<0,05) indicated 4,01% 
(IAPt4=ALGAL), 5,43% (AHPPt4), 4,90% (AEPA4), 7,69% (AEPA8) and 8,65% (AEPA16) of 
total your FA, while with TISO the 22:6(n-3) (p<0,05) showed values of 
4,19%(rIATiso4=ALGAL), 5,38%(rAARTiso4), 4,04% (rADHA4), 5,25% (rADHA8) and 
4,42% (rADHA16) of total your FA. Based on the different formulations with which the 
microalgae cultivation as food is that was feasible to modify the proportion of FA ω-3:ω-6 in 
rotifers fed with Pt between 1,68:1 and 2,75:1% (p<0,05) and 1,25:1 to 1,43:1% (p<0,05) 
with TISO. Regarding to the ratio EPA:ARA (Pt) and DHA:ARA (TISO) in the rotifer we change 
those ratios with values of 11,46:1% (rIAPt4=ALGAL), 18,72:1% (rAHPPt4), 21,30:1% 
(rAEPA4), 21,97:1% (rAEPA8) and 32,04:1% (rAEPA16) (p<0,05) with Pt, while with TISO 
0,84:1% (rIATiso4=ALGAL), 1,37:1% (rAHPTiso4), 1,01:1% (rADHA4), 1,21:1% (rADHA8) 
and 1,35:1% (rADHA16) (p<0,05) with TISO. About to the reason DHA:EPA in rotifers fed 
with TISO differences were highly significant (p=0,001) between the experimental conditions  
(p<0,05) with values of 7,17:1% (rIATiso4=ALGAL), 8,15:1% (rAHPTiso4), 10,01:1% 
(rADHA4), 9,72:1% (rADHA8) and 6,51:1% (rADHA16) (p<0,05). As regards the rotifers fed 
with Pt the FA docosahexaenoic acid (DHA 22:6 n-3) was present in the range of 0,55 to 
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1,27% of total FA, the presence of such FA resulted from the desaturation and elongation of 
FA 22:5n-3 (docosapentaenoic) which showed a higher concentration respect at the of DHA 
in the range of 0,59 to 1,57%. In regard to the performance of different microalgae diets in 
Artemia franciscana; the survival of Artemia+Pt and Artemia+TISO to the T10 and T9 days of 
culture respectively, indicated values of 64% (aIAPt4=ALGAL), 80% (aAHPPt4), 85% 
(aAEPA4), 88% (aAEPA8) y 91% (aAEPA16) (p<0,05) with Pt. As with TISO 67% 
(aIATiso4=ALGAL), 82% (aAHPTiso4), 73% (aADHA4), 85% (aADHA8) and 84% 
(aADHA16) (p<0,05). Observed and high correlation r2=0,99 and 0,71 when Artemia was 
fed with the conditions aAEPA y aADHA respectively, with different concentration of nutrients 
(4, 8, y 16mM). The total length (TL) achieved by adults of different treatments was  
6,17mm-1 (aIAPt4=ALGAL), 7,33mm-1 (aAHPPt4), 8,70mm-1 (aAEPA4), 9,53mm-1 (aAEPA8) 
y 9,81mm-1 (aAEPA16) (p<0,05) with Pt. While dimensions with TISO of 5,44mm-1 
(aIATiso4=ALGAL), 7,71mm-1 (aAHPTiso4), 6,53mm-1 (aADHA4), 8,64mm-1 (aADHA8) and 
8,67mm-1 (aADHA16) (p<0,05); with positive correlation coefficients r2=0,92 and 0,76 when 
were employed the conditions aAEPA y aADHA in concentration 4, 8 y 16mM. As these 
organism with Pt showed an feed conversion rate (FCR) and percentage of growth efficiency 
(%GE) of aIAPt4=ALGAL(2,14-46,68%), aAHPPt4(3,37-29,68%), aAEPA4(2,00-49,90%), 
aAEPA8(2,26-44,19%) and aAEPA16(3,94-25,39%) (p<0,05) and values of 
aIATiso4=ALGAL(2,17-46,15%), aAHPTiso4(2,59-38,53%), aADHA4(3,01-33,26%), 
aADHA8(2,88-34,74%) and aADHA16(3,28-30,48%) with TISO. The behavior of the above 
variables informed us how important is the complexity elemental in the quality of food via 
trophic chain and your nutritional performance on operational variables of culture. The 
quality of the microalgae due to the different culture media, showed different growth rates 
(GR) in Artemia so that with Pt were obtained 0,56 mm.día-1(aIAPt4=ALGAL), 0,67 mm.day-1 
(aAHPPt4), 0,79 mm.day-1 (aAEPA4), 0,87 mm.day-1 (aAEPA8) and 0,89 mm.day-1 
(aAEPA16) (p<0,05) and values of 0,60 mm.day-1(aIATiso4=ALGAL), 0,86 mm.day-1 
(aAHPTiso4), 0,72 mm.day-1 (aADHA4), 0,96 mm.day-1 (aADHA8), 0,96 mm.day-1 
(aADHA16) (p<0,05) with TISO. The dry weight gained by adults of Artemia franciscana 
based diets was highly variable obtained 172,98 μg.artemia-1 (aIAPt4=ALGAL), 234,22 
μg.artemia-1 (aAHPPt4), 352,46 μg.artemia-1 (aAEPA4), 334,78 μg.artemia-1 (aAEPA8) y 
231,38 μg.artemia-1 (aAEPA16) (p<0,05) with Pt, while with TISO 161,49 μg.artemia-1 
(aIATiso4=ALGAL), 204,23 μg.artemia-1 (aAHPTiso4), 178,20 μg.artemia-1 (aADHA4), 205,69 
μg.artemia-1 (aADHA8) and 238,51 μg.artemia-1 (aADHA16) (p<0,05). Results that indicating 
that the variability in the nutritional quality of the microalgae influence in the nutrition and 
growth of the organism; nutritional quality that in our study was to be modify via the mineral 
enrichment of the microalgae with different formulations of culture. The ash content for adult 
of Artemia+Pt (μg.artemia-1) varied with respect to the type of diet with the following values 
9,94 (aIAPt4=ALGAL), 13,67 (aAHPPt4), 19,95 (aAEPA4), 18,65 (aAEPA8) and 13,30 
(aAEPA16) (p<0,05), while Artemia+TISO values of 8,99 (aIATiso4=ALGAL), 11,74 
(aAHPTiso4), 10,12 (aADHA4), 11,48 (aADHA8) and 13,37 (aADHA16) (p<0,05). The 
incorporation of Mg2+, Ca2+, Si4+, Se2-, Fe3+, S2-, Zn2+ and Cu2+ by adult Artemia franciscana 
via Phaeodactylum tricornutum and Isochrysis galbana var. T-iso cultivated with different 
formulation and concentration was highly variable which indicates the existence of highly 
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significant differences (p=0,001) between conditions (p<0,05). Such differences are 
consistent with the reported variability of ash in all microcrustaceans’ culture conditions, 
which are also evident in the behaviour of the dry weight and organic of Artemia via the 
food. Reinfelder et al., 1998, suggest that the bioaccumulation of an element based on 
simple conceptual models where the concentration of the element in the organism is 
controlled by the balance between consumption, elimination and growth phase, as occurs in 
bivalves, copepods, rotifers and Artemia (Wang and Fisher, 1998) and as a via of 
bioaccumulation the microalgae (Lee and Luoma, 1998). The total protein content in adults 
of Artemia fed with Pt showed 110,92μg.artemia-1 (aIAPt4=ALGAL), 123,13μg.artemia-1 
(aAHPPt4), 240,12μg.artemia-1 (aAEPA4), 224,48μg.artemia-1 (aAEPA8) and 
127,90μg.artemia-1 (aAEPA16) (p<0,05), values that were above those obtained with 
Artemia+TISO with 84,92μg.artemia-1 (aIATiso4=ALGAL), 104,95μg.artemia-1 (aAHPTiso4), 
92,04μg.artemia-1 (aADHA4), 105,30μg.artemia-1 (aADHA8) and 134,05μg.artemia-1 
(aADHA16) (p<0,05), however the microcrustaceans fed with the conditions aADHA with 
different concentration of nutrients (4, 8 y 16mM) indicated a r2=0,96 with linear trend in 
the increase content of organism protein. While the total lipid content of Artemia+Pt showed 
31,16μg.artemia-1 (aIAPt4=ALGAL), 66,40μg.artemia-1 (aAHPPt4), 60,31μg.artemia-1 
(aAEPA4), 65,04μg.artemia-1 (aAEPA8) y 63,47μg.artemia-1 (aAEPA16) (p<0,05), while those 
obtained with Artemia+TISO showed 41,33μg.artemia-1 (aIATiso4=ALGAL), 52,39μg.artemia-
1 (aAHPTiso4), 46,62μg.artemia-1 (aADHA4), 53,20μg.artemia-1 (aADHA8) and 
59,37μg.artemia-1 (aADHA16) (p<0,05), where the condition aADHA4, 8 and 16 mM 
indicated a correlation coefficient of 0,99 with linear trend in the increase content of 
organism lipids. The carbohydrates content Artemia+Pt revealed values of 20,96, 31,02, 
40,18, 26,61 and 26,71μg.artemia-1 (p<0,05) presents in aIAPt4, aAHPPt4, aAEPA4, aAEPA8 
and aAEPA16 comparatively, while with Artemia+TISO values of 26,24, 35,13, 30,02, 35,71 
and 31,72 μg.artemia-1 (p<0,05) presents in aIATiso4, aAHPTiso4, aADHA4, aADHA8 and 
aADHA16 respectively. This proximal content produced a caloric value (CV) with Artemia+Pt 
of 4,25x10-6J.artemia-1 (aIAPt4=ALGAL), 6,11x10-6J.artemia-1 (aAHPPt4), 8,63x10-
6J.artemia-1 (aAEPA4), 8,41x10-6J.artemia-1 (aAEPA8) and 6,03x10-6J.artemia-1 (aAEPA16) 
(p<0,05), values that were higher than those obtained with Artemia+TISO with 4,12x10-
6J.artemia-1 (aIATiso4=ALGAL), 5,19x10-6J.artemia-1 (aAHPTiso4), 4,56x10-6J.artemia-1 
(aADHA4), 5,24x10-6J.artemia-1 (aADHA8) and 6,10x10-6J.artemia-1 (aADHA16) (p<0,05). In 
relation to the content of fatty acids in Artemia franciscana, this was modulated by the 
quality of the microalgae enriched with different formulations of culture, where the principal 
FA in the adults of Artemia+Pt the 20:5 (n-3) (p<0,05) was found with following values 
6,34% (aIAPt4=ALGAL), 6,54% (aAHPPt4), 8,49% (aAEPA4), 6,35% (aAEPA8) and 5,56% 
(aAEPA16) (p<0,05), while the Artemia+TISO the 22:6(n-3) (p<0,05) expressed the 
following values 0,48% (aIATiso4=ALGAL), 0,61% (aAHPTiso4), 0,63% (aADHA4), 0,54% 
(aADHA8) and 0,44% (aADHA16) (p<0,05). Indicate that the percentage content of DHA and 
EPA in the microalgae diet enriched with different culture media, in all cases was above 
percentage values found in Artemia once fed with these diets, this decrease is due to that 
this microcrustaceans has a marked propensity to retroconvertion long chain fatty acids to 
short (Evjemo et al., 1997, Navarro et al., 1999) both in quantity and quality, depending on 
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the time of enrichment or food, which would indicate that the used in processes of growth 
and sexual maturation, which are indicative of the values described as FCR and %GE. This 
coincides with ARA values found in adults of Artemia which showed the following results 
2,51% (aIATiso4=ALGAL), 2,69% (aAHPTiso4), 1,98% (aADHA4), 1,54% (aADHA8) and 
2,72% (aADHA16) with respect a 1,62% (IATiso4=ALGAL), 0,95% (AHPTiso4), 0,29% 
(ADHA4), 0,40% (ADHA8) and 0,48% (ADHA16) founds in Isochrysis galbana var. T-iso 
cultivated and enriched with different culture media. With such quality microalgae, is that 
was possible to modify the ratio of FA ω-3:ω-6 in Artemia+Pt between 3,24:1% to 5,36:1% 
(p<0,05), reason that with Artemia+TISO revealed to be almost three times lower in 
efficiency around a 1,23:1% to 1,59:1% (p<0,05). Regarding to the proportion EPA:ARA in 
Artemia franciscana given the quality microalgae due to enrichment with different 
formulations of culture is that we modify those ratios with values of 14,09:1% 
(aIAPt4=ALGAL), 19,23:1% (aAHPPt4), 18,02:1% (aAEPA4), 21,90:1% (aAEPA8) and 
25,27:1% (aAEPA16) (p<0,05) with Pt. Concerning at the reason DHA:EPA in Artemia fed 
with TISO, highly significant differences were found (p=0,001) between the elementary 
experimental conditions (p<0,05) with values of 1,34:1% (aIATiso4=ALGAL), 1,56:1% 
(aAHPTiso4), 1,96:1% (aADHA4), 2,08:1% (aADHA8) and 0,88:1% (aADHA16). 
Chapter 10 of this dissertation evaluated, there being no previous history, the Antioxidant 
Capacity (AA) and Total Polyphenol Content (TPC) of the microalgae Phaeodactylum 
tricornutum and Isochrysis galbana var. T-iso, which were manipulated biochemically with 
the culture media Algal High Performance (AHPPt and AHPTISO) and Algal Increased 
Concentration of EPA and DHA. The microalgae tested showed an very different antioxidant 
activity around 5,0 to 81,0% (Radical Inhibition DPPH mg.mL-1) for varieties of 
Phaeodactylum tricornutum (IAPt4=ALGAL, AHPPt4, AEPA4, AEPA8, AEPA16) (p<0,05); while 
the varieties of Isochrysis galbana var. T-iso (IATISO4=ALGAL, AHPTISO4, ADHA4, ADHA8, 
ADHA16) existed between 21 and 59% (Radical Inhibition DPPH mg.mL-1) (p<0,05). An 
increase in the AA with the conditions AEPA and ADHA revealed high levels of correlation r2 
of 0,76 and 0,94 respectively, with adjusted to a linear trend, when increasing the 
concentration of nutrients (4, 8 y 16mM). The TPC (mg EAG.g-1 microalgae) of the methanol 
fraction for Isochrysis galbana var. T-iso, showed the following values 2,30 
(IATISO4=ALGAL), 2,50 (AHPTISO4), 1,80 (ADHA4), 2,50 (ADHA8) and 2,50 (ADHA16) 
(p<0,05). As regards Phaeodactylum tricornutum was obtained 2,40 (IAPt4=ALGAL), 2,50 
(AHPPt4), 2,60 (ADHA4), 3,10 (ADHA8) y 5,20 (ADHA16) (p<0,05). Demonstrated that 
culture conditions ADHA and AEPA with different concentration of nutrients (4, 8 y 16mM) 
adjusted their TPC to a positive linear trend with a 0,75 and 0,89 respectively. Based on 
previous results obtained a correlation (R2) between the AA and the TPC of 0,40, 0,84, 0,75 
and 0,96 (revealing a positive association p<0,001) for Phaeodactylum tricornutum and 
Isochrysis galbana var. T-iso cultivated and enriched with the formulations IAPt4=ALGAL, 
AHPPt4, AITISO4=ALGAL and AARTISO4 respectively. While that with the culture condition 
AEPA with different concentrations of nutrients (4, 8 and 16mM) indicated R2 of 0,96, 0,87, 




Chapter 11 was studied the cell size (FS), Cellular Complexity or Granularity (SS) and 
Autofluorescence (Cla), by flow cytometry on the microalgae Phaeodactylum tricornutum and 
Isochrysis galbana var. T-iso, manipulated biochemically with the culture media Algal High 
Performance (AHPPt and AHPTISO) and Algal Increased Concentration EPA and DHA. The 
results of flow cytometry we showed the existence of highly significant differences (p=0,001) 
between culture conditions (p<0,05) in both microalgae. Also indicate that the conditions of 
culture AEPA and ADHA with different concentration of nutrients (4, 8 and 16mM), showed 
correlation coefficients of R2=0,75 and 1,0 correspondingly with adjusted to a positive linear 
trend in the increase of cell size. Variations in the size given the complexity elemental of 
AHPPt4, AEPA4, 8 y 16 showed and oscillation of between 3,13 y 24,83% in cells of 
Phaeodactylum tricornutum with respect a cells of the condition IAPt4=ALGAL, while in cells 
of Isochrysis galbana var.T-iso with AHPTISO4, ADHA4, 8 y 16 increases of the size were 
found between 12,94 and 22,84%, compared with cells cultured with IATISO4=ALGAL. In 
regard at the cell complexity or granularity (SSC) due to the elemental composition in the 
formulations of culture with Phaeodactylum tricornutum (IAPt4=ALGAL, AHPPt4, AEPA4, 8 y 
16) and Isochrysis galbana var. T-iso (IATISO4=ALGAL, AHPTISO4, ADHA4, 8 y 16); the flow 
cytometry indicated differences (p<0,05), but can not establish a specific cellular mechanism 
that are due. The values found for the content of chlorophyll a, we revealed the existence of 
differences between the different formulations of culture (p<0,05) in both microalgae. Also 
indicate that the conditions AEPA and ADHA cultured with different concentration of nutrients 
(4, 8 and 16mM), showed correlation coefficients of R2=0,98 and 1,0, with adjusted to a 
positive linear trend in the content chlorophyll a. The results autofluorescence of chlorophyll 
a in the present study are at a maximum of 24 h, because the cultures were found in a 
semicontinuous with a daily renewal rate of 30%, resulting in increases of fluorescence given 
the complexity elemental with AHPPt4 and AEPA4, 8 and 16mM of between a 9,76 and 
696,48% in cells of Phaeodactylum tricornutum with respect to the condition IAPt4=ALGAL, 
while in cells of Isochrysis galbana var. T-iso with AHPTISO4 and ADHA4, 8 and 16 was 
found fluorescence of between 4,94 and 69,11%, compared with cells cultured with  
IATISO4=ALGAL. Moreover, the program of analysis of data obtained by flow cytometry 
provides sufficient grounds to ensure that the values of autofluorescence of the chlorophyll a 
in the cells of Phaeodactylum tricornutum and Isochrysis galbana var. T-iso correspond with 
the cell size produced by different formulations of culture, with a correlation coefficient 
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